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(57) Abstract 

Tuberculosis is an infectious disease which kills more than 3 million people every year. Although both a vaccine and various methods 
of diagnosis and treatment are 'available the efficacy of these measures is in urgent need of improvement, given that the number of new 
cases is again on the rise. Research focuses, among other things, on the characterization of antigens secreted m the early stages of the 
infection as they constitute the first point of contact of the immune system with the pathogen. The 40 KD-antigen discussed in this article 
is present in vivo as a hexamer and, despite its high molecular weight and lack of a signal sequence, is present extracellularly after only 
a few days of growth. Functionally it is an L-alanine dehydrogenase and reacts with the monoclonal antibody HBT-10 directed against 
this protein. HBT-10 was the first known antibody specific to a protein of M. tuberculosis which did not cross-react with the vaccine strain 
M.bovis BCG. 



(57) Zusammenfassung 

Die Tuberkulose ist eine Infektionskrankheit, der jahrlich Uber 3 MilUonen Menschen zum Opfer fallen. Es gibt zwar sowohl einen 
Imptstoff, als auch verschiedene Diagnose- und Therapieverfahren, doch die Effektiviult all dieser MaBnahmen bedarf, angesichts der 
wieder steigenden Zahl der Erkrankungsfaile, dringend einer Verbesserung. Ein Forschungsschwerpunkt liegt auf der Charakterisierung 
von Antigenen, die friihzeitig wahrend einer Infektion sekretiert werden, da diese den ersten Kontakt des Immunsystems mit dem Erreger 
herstellen. Das in dieser Arbeit behandelte 40 kD-Antigen liegt in vivo als Hexamer vor, und ist trotz des hohen Molekulargewichts und 
des Fehlens einer Signalsequenz bereits nach wenigen Tagen des Wachstums extrazellular zu finden. Es stellt funktionell eine L-Alanin 
Dehydrogenase dar und reagiert mit dem gegen dieses Protein gerichteten monoklonalen Antikdrper HBT-10. HBT-10 war der erste 
bekannte Antikdrper, der spezifisch fur ein Protein von M. tuberculosis ist und nicht mit dem Impfstamm M. bovis BCG kreuzreagiert. 
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L-ALANIN DEHYDROGENASE VON MYCOBACTERIUM MARINUM 

Das in dieser Arbeit behandelte 40 kD-Antigen stellt in vieleriei Hinsicht ein 
interessantes Objekt fur eingehende Studien dar. 

Das Antigen war bereits in einen Expressionsvektor fur Escherichia coli kloniert 
worden (Konrad & Singh, unveroffentlicht). Es sollte deshalb die Expression und die 
Aufreinigung des rekombinanten Proteins optimiert werden. Mit einer homogenen 
Proteinfraktion sollten dann die entscheidenden biochemischen Parameter des Enyzms 
bestimmt werden. Aus solchen Daten lassen sich erfahrungsgemafi Ruckschlusse auf 
die physiologische Funktion eines Enzyms Ziehen. Es stellte sich hierbei die Frage, ob 
die hypothetische Aufgabe des Enzyms bei der Zellwandbiosynthese unterstrichen oder 
widerlegt werden kann. Im Falie einer Widerlegung sollten andere mogliche Funktionen 
eruiert werden. 

Zudem konnen sich aus der Biochemie Ansatzpunkte fur eine gezielte BeeinfluBung 
des Enzyms in vivo ergeben. In diesem Zusammenhang ist erneut die physiologische 
Funktion der Schiusselpunkt aller Anstrengungen. Wenn das Antigen fur das Bakterium 
eine essentielle Rolle spielen sollte, dann konnten sich durch gezielte Versuche das 
Gen oder das Protein auszuschalten Moglichkeiten ergeben, den Tuberkulose-Erreger 
an einem definierten Punkt am Wachstum zu hindern. Das Protein ware dann ideales 
drug target. Sollte das 40 kD-Antigen zudem, wie postuliert (Delforge et at., 1993), 
einen Virulenzfaktor darstellen, dann konnte durch solche Unternehmungen EinfluB auf 
die naturliche Virulenz des Bakteriums genommen werden. Durch verschiedene 
Ansatze sollte deshalb auch dieser Punkt uberpruft werden. 
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Die Moglichkeit, mittels des mAb HBT-10 die Stamme M.tuberculosis und M.bovis 
BCG zu diskriminieren, ermoglicht es Verfahren zu entwickeln, die eine Infektion von 
einer Impfung unterscheiden konnen. Dies ist mit den gebrauchlichen 
Screeningverfahren, dem PPD- oder dem Mantoux-Test, nicht moglich (Bass Jr. et a/., 
1990; Huebner et a/., 1993). Durch die Analyse der Verbreitung des Gens bzw. des 
Genprodukts sollte die Grundlage dafCir geschaffen werden, eine rationelle 
Verfahrensentwicklung fur einen solchen Test zu ermoglichen. Zudem sollte untersucht 
werden, ob das Vorhandensein eines funktionellen Enzyms mit irgendwelchen anderen 
Parametem korreliert. Insbesondere auf taxonomische und virulente Zusammenhange 
wurde hierbei Wert gelegt. Auch bestimmte naturliche Lebensweisen oder der Eintritt in 
bestimmte Wachstumsphasen konnten mit der Alanin Dehydrogenase in 
Zusammenhang stehen. Diesen Fragen sollte auf den Grund gegangen werden. 
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2. Materialien und Methoden 

2.1 Lebendes Material 

2.1.1 Bakterien 
2.1.1.1 E.co// Stamme 

Der Stamm Escherichia coii wurde verwendet um die Expression des rekombinanten 
40 kD-Antigens zu optimieren (Tab. 2.1). Zudem wurden in ihm bereits klonierte 
mykobakterielle Antigene uberproduziert (Tab. 2.2). 



Tab. 2.1 : Benutzte Expressionsstamme und deren relevante Eigenschaften 



Stamm 


Genotyp und relevanter Phanotyp 


Herkunft / Referenz 


E.coli CAG 629 


/ac(am) pho(sm) //p(am) supC* s rpsL ms/(am) Ion 
/){pR165-Tn10(TetR) 


C.Gross 


E.coli DH5a 


supEA4 A/acU169(<t>80 /acZ AM 15) /)sdR17 recA1 
endA1 gyrA96 fh/-1 re/A1 


Hanahan (1983) 


E.CO//TG2 


supE hsd&S thiA(lac-proAB) A(srf-recA)305::Tn10(Tet*) 
F'(/raD36 proA + /ad* /acZM15) 


Sambrook et al. (1989) 


E.coli SURE 


hsdR rncrA mcrB mvr endA supE44 ihiA X- yyrA96 
re/A1 lac recB recJ sbcC umuC uvrC (F proAB /acl q Z 
AM15 Tn10(Tet R )) 


Stratagene 


E.coli BL 321 


mc105 nadB + purl + 


Studier(1975) 


E.coli N 4830 


suo his ilv galK&Q Ach!0-pgl (X ABam N + cl ts8 57 AHI) 


Gottesman et al. (1980) 


E.coli 538 


Genotyp unbekannt 


Bayer AG 
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~ab. 2.2 (1/2) : Produzenten mykobakterieller Antigene und deren Charakteristika 
Es ist angegeben. welches Antigen von den jeweilicen StSmmen produziert wird. Die beiden letzten 
Spalten geben die Anzuchtbedingungen wieder (siehe auch 2.5.2). 



Stamm 


Herkunft / Referenz(en) 


Produkt 


Antibiotika 


Induktion 


Cl. COU DLZ1 ^pfSMrVt I OU 


J. van Embden 


rCT L. Pl Antiwar* 

oo i -oo KU-Antigen, 
M. leprae 


Ap 


IPTG 


cz.coti dlc i/piyso 
(pKAM3601) 


j. van cmoaen 


/u Ku-Anugen, 
M. leprae 


Ap + Cm 


IPTG 


tz.COU UAboza (plvloy-^j 


oingn et el. (1992) 


38 kD-Antigen, 
M.tuberculosis 


Ap 


Hitze 


c.COil CAG629 (pMb14-l) 


Cnerayil & Young (1988) 
Dale & Patki (1990) 
Singh et ai (unveroff.) 


28 kD-Antigen, 
M. leprae 


Ap 


Hitze 


E.co//M15 (pHISK16 
+ pREP4) 


Verbon et ai (1992) 
Vordermeier et af. (1993) 


16 kD-Antigen, 
M.tuberculosis 


Ap 


IPTG 


E.cofi M1697 


V. Mehra 


His-30 kD-Anligen, 
M.tuberculosis 


Ap + Km 


IPTG 


E. co// M 1698 


V. Mehra 


His-30 kD-Anligen, 
M. leprae 


Ap + Km 


IPTG 


Eco//POP (dKAM2101^ 


J van Fmhrlpn 


70 kH-Antinon 

M.tuberculosis 


An 
Ap 


ntize 


E.CO//POP (pR!B1300) 


Thole et ai (1987) 
van Eden et ai (1988) 


65 kD-Antigen, 
M.bovis BCG 


Ap 


Hitze 


E.co/ZPOP (pZW1003) 


Mehra et ai (1986) 
van der Zee et at. (unveroff.) 


65 kD-Antigen, 
M. leprae 


Ap 


Hitze 


E.CO//TB1 (pKAM1101) 


di Guan et ai (1987) 
Maina et at. (1988) 
Thole et aL (1990) 


MBP-36 kD-Antigen, 
M. leprae 


Ap 


Hitze 
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Tab. 2.2 [2/2) : Produzenten mykobakterieller Antigene und deren Charakteristika 
Es ist angegeben. welches Antigen von den jeweiligen Stammen produziert wird. Die beiden letzten 
Spalten geben die Anzuchtbedingungen wieder (siehe auch 2.5.2). 



Stamm 


Herkunft / Referenz(en) 


Produkt - Antibiotika Induktion 


E.coli TB1 (pKAM4101) 


J. van Embden 


MBP-2nd65kD- Ap Hitze 
Antigen. MJeprae 


E. coli TB21 -8/2 


Khanoiar-Young ef a/. (1992) 
Mehra ef at. (1992) 


MBP-10kD-Antigen, Ap IPJG 
M. tuberculosis 


E.coli JG2- 50/55 Sal 
large 


C.Espitia; M.Singh 


50/55 kD, large frag., Ap IPTG 
M. tuberculosis 




2.1.1.2 Mykobakterielle Stamme 


Tab. 2.3 (1/3) : Benutzte Mykobakterien und deren Herkunft 


Stamm 


Abkurzung 


Genaue Bezeichnung, Herkunft 


M.africanum 1 


Afr1 


M.africanum nr.5544 ( RIV 


M.astaticum 1 


Asi1 


M.asiaticum 3250, Portaals 


M. avium 1 


Avi1 


M'.avium Myc 3875, Serotype 2, RIV 


M.bovis 3 


Bov3 


M.bovis nr.8316, RIV 


M.bovis BCG 2 


BCG2 M.bovis Copenhagen, Serumsinstitut Copenhagen 


M.bovis BCG 4 


BCG4 


M.bovis BCG P 3 , RIV 


M.chefonae 7 


Che7 


M.chelonei 1490, P.Dirven 


M.flavescens 1 


Fla1 


M.flavescens ATCC 14474, RIV 


M.fortuitum 11 


For11 


M.fortuitum ATCC 6841, RIV 


M.gasWI 


Gas1 


M.gastri ATCC 25220, RIV 


M.gordonae 3 


Gor3 


M.gordonae 8960, Portaals 
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Tab. 2.3 (2/3) : Benutzte Mykobakterien und deren Herkunft 



o idrnrn 


Abkurzung 


Genaue Bezeichnung, Herkunft 


MJntracellulare 1 


lnt1 


M.intracellulare 6997, ATCC 15935, Portaals 


M. intracellular 5 


Int5 


MJntraceHulare IWG MT3, R!V 


M.kansasii 1 


Kan1 


M.kansasii Myc 1012, RIV 


M.lUtU x 


Luf1 


MAufu 219 t RIV 


M.marinum 3 


Mar3 


M.marinum L66, Portaals 


M. microti 1 


Mid 


M.microti nr. 1278, Portaals 


M.nonchromogenium 1 


Non1 


M.nonchromogenium ATCC 25145, RiV 


M.parafortuitum 1 


Paf1 


M.parafortuitum nr.6999, Portaals 


M.peregrinum 1 


Perl 


M.peregrinum, Patient Bakker, TB6849, 
Antonie Ziekenhuis 


M.phlei 1 


Phil 


M.phlei 25S (Ph) t Portaals 


M.phfei A 


Phl4 


M.phlei Weybridge R82 t Tony Eger 


M.scrofulaceum 1 


Scri 


M.scrofulaceum Myc 2442, RIV 


M.scrofulaceum 8 


Scr8 


M.scrofulaceum Myc 6572, RIV 


M.simiae 1 


Sirnl 


M.simiae 784, Tony Ecer 


M.smegmatis 1 


Sme1 


M.smegmatis ATCC 14450, RIV 


M.smegmatis 3 


Sme3 


M.smegmatis 8070, Portaals 


MAerrae 2 


Ter2 


MAerrae, RIV 


M thermoresistibilp 1 


Thp1 

I I ICS | 


MAhermoresistibile nr.7001, Portaals 


MAriviale 1 


Tri1 


MAriviale 8067, Portaals 


MAuberculosis H37R V 


H37R V 


MAuberculosis H37R V , RiV 


M. tuberculosis H37R a 


H37R a 


MAuberculosis H37R a , nr.19529, RIV 


M. tuberculosis 1 


Tub1 


MAuberculosis 4514, RIV 



MAuberculosis 49 Tub49 MAuberculosis C y Sang-Hae Cho, SQdkorea 



M. tuberculosis 60 Tub60 



MAuberculosis S 2 , Sang-Hae Cho, SQdkorea 
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Tab. 2.3 (3/3) : Benutzte MykobBkterien und deren Herkunft 



Stamm 


Abkurzung 


Genaue Bezeichnung, Herkunft 


M.tuberculosis 118 


Tub118 


M.tuberculosis Myc 16293, Hannoufi 


M.tuberculosis 130 


Tub130 


M.tuberculosis.paiient yy, Strichcode 3.1265, Dr.Bijimer, 

Den Haag 


M.tuberculosis 132 


Tub132 


M.tuberculosis Myc 15770, RIV 


M. tuberculosis 145 


Tub145 


M.tuberculosis 416138N, Patient N.Wielaart, Reg.Nr. 
7.796.267, WKZ, Utrecht 


M.tuberculosis 146 


Tub146 


M.tuberculosis, Abdi Hussein 


M.tuberculosis 163 


Tub163 


M.tuberculosis 925, Patientenisolat Nr. 32, 
INH>1,StrR RifS, EthS 


M.ulcerus 1 


UIc1 


M.ulcerus 932, Portaals 


M.vaccae 3 


Vac3 


M.vaccae ATCC 25950, RIV 


M.xenopi 7 


Xen7 


M.xenopi code 132, Patient Alois Necas, 
H.Kristanpul, Prag 



2.1*1.3 Andere Bakterienstamrne 
Tab. 2.4 : Weitere benutzte Bakterienstamrne 



Stamm 


Herkunft 


Listeria monocytogenes EGB 


Andreas Lignau 


Listeria innocua 


Andreas Lignau 


Nocardia asteroides 70277 A 


Juul Bruins 


Rodococcus equi nr.10P388 


VMDC, Utrecht 
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2.1.2 Zellkultur 



Benutzt wurde die Mause Makrophagen Zellinie J774. Diese Zellinie war ursprunglich 
aus einem Tumor einer weiblichen BALB/c Maus etabliert worden (Ralph & Nakoinz, 
1975). J774 wird fur Phagozytose-Assays, zur Produktion von IL-1 und fur vielfaliige 
biochemische Untersuchungen benutzt. Sie besitzt Rezeptoren fur Immunglobuline und 
Komplement. Desweiteren produziert J774 Lysozym in gro3en Mengen und sekretiert 
IL-1 konstitutiv (Ralph & Nakoinz, 1976; Snyderman et a/., 1977). Die Aufnahme von 
Bakterien erfolgt durch Phagozytose. Direkte Zytolyse von Fremdorganismen ist relativ 



selten. 



2.2 Nukieinsauren 



2.2.1 Plasmide 



pJLA604Not 




pJLA604Not 
4,9 kb 




fd - Transkriptioas 
Terminator 



: Das Plasmld pJLA604Not und seine relevanten funktionellen Abschnitte 



Dieses 4,9 kb groBe Plasmid, ein Derivat von pJLA 604 (Schauder era/.,1987), wurde 
a!s Expressionsvektor vetwendet (Abb. 2.1). Das Plasmid pJLA604Not (Konrad & 
Singh, unveroffentlicht) unterscheidet sich von pJLA604 dadurch, daR die Ndel- 
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Schnittstelle entfernt, und statt dessen eine A/ofl-Schnittstelle eingebaut wurde. Das 
Leseraster der Translation beginnt mit dem ATG-Codon der Sphl-Schnittstelle. Die 
Transkription starlet an den Lambda-Promotoren P R und P Ll wird jedoch bei 
Temperaturen von 28-30°C durch das cl, se57 -Genprodul<t effektiv reprimiert. Induktion 
wird durch Erhohung der Temperatur auf 42°C erreicht. Bei dieser Temperatur wird der 
temperatursensible Lambda-Repressor inaktiv und kann die Transkription nicht mehr 
reprimieren. Die Transkription endet am fd-Terminator. Zudem besitzt der Vektor die 
afpE Translations-lnitiationsregion (TIR) von E.coli. Dieser Abschnitt ist sehr nutzlich fur 
die Initiation der Translation, da er nur wenig storende Sekundarstrukturen besitzt und 
dadurch eine hohe Expressionsrate gewahrieistet (McCarthy et al., 1986). Als 
Selektionsmarker verfugt das Plasmid uber das 3-Lactamase-Gen, das fur eine 
Ampiciliinresistenz codiert. 

Als negatives Kontrollplasmid wurde auch pJLA603 verwendet, das bis auf wenige 
Basen in der Klonierungsstelle mit pJLA604 identisch ist. 



PMSK12 




Sail 



fd - Transkriptioos 
Terminator 



». 2.2 : Das Plasmid pMSK1 2 und seine relevanten funktionellen Abschnitte 
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Dies ist ein Derivat des Plasmids pJLA604Not, bei dem zwischen die Sph\- und die 
A/ofl-Schnittstelle das 40kD-Antigen von Mycobacterium tuberculosis kloniert wurde 
(Abb. 2.2; Konrad & Singh, unveroffentlicht). 

2.2.2 Oligonukleotide 

Samtliche Oligonukleotide (Tab. 2.5) wurden von Frau Astrid Hans (GBF, 
Braunschweig) an einem 394 DNA/RNA Synthesizer (Applied Biosystems) hergestellt. 
Gereinigt wurden die Oligonukleotide mit einer Oligonucleotide Purification Cartridge 
(Applied Biosystems). 

Tab. 2.5 : Verwendete Oligonukleotide 



Bezeichnung 


Sequenz 


Orientierung 


AlaDH-F1 


S'-ATGCGCGTCGGTATTCCG-S 1 


forward 


AlaDH-F1 + 


5'-GCGCGTCGGTATTCCGACCG-3' 


forward 


AlaDH-F2 


5'-GAGACCAAAAACAACGAA-3' 


forward 


AlaDH-F4 


S'-GAATTCCCATCAGCAATCTTGCAGA-S' 


forward 


AlaDH-F5 


5*-GCCCCGATGAGCGAAGTC-3' 


forward 


A!aDH-F6 


5*-GGGGCCGTCCTGGTGCC-3' 


forward 


AIaDH-F7 


5*-GACGTCGACCTACGCGCTGAC-3* 


forward 


AlaDH-R1 


S'^TCGGTGAACGGCACCCC-S* 


reverse 


AlaDH-R2 


5'-GGCCAGCACGCTGGCGGG-3' 


reverse 


AlaDH-R3 


5'-CACCCGTTCGGACAGTAA-3 , 


reverse 


AlaDH-R4 


5^CGCGGCCGACATCATCGC-3' 


reverse 


AIaDH-R5 


S'-GGCCGACATCATCGCTTCCC-S' 


reverse 


AlaDH-R6 


5'-CGAGACTAATTTGGGTGCCTTGGC-3' 


reverse 


A!aDH-R7 


5^A7TTGGGTGCCTTGGC-3 f 


reverse 


AlaDH-RM 


5*-GGCGGCGAGTCGACCGGC-3' 


reverse 
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Die Lokalisation der Oiigos auf dem AlaDH-Gen ist in Abb. 2.3 schematisiert. 

F4 - 

gaattcccat caccaa tctt ccacattca: cgaactt tct tcacactgaa gcctacagta -16 

F1 M - ?T- k 

tcgagagggg taatcatgcg cgtcggtazt ccgaccgaga ccaaaaacaa cgaattccaa 45 

ttccgggtgg ccatcacccc cgccggcczc gcggaactaa cccgtcgtgg ccargaggtg 105 

ctcatccagg cacgtgccgg agagcgctcg gctatcaccg acgcggattt caagccggca 165 

ggcgcgcaac tgctcgccac cgccgaccag gtgtgggccg acgctgattt attcctcaag 225 

gtcaaagaac ccataccggc ggaatacggc cgcctgcgac acgggcagat cttgttcacg 285 

ttcttgcatt tggccgcctc acgtccttcc accgatgcgt tgttggattc cggcaccacg 345 

tcaattgcg: accacaccct ccagacc ccc gacggcgcac tacccctgc/tgccccgatg 405 

agcgaagtcg ccggtcgact cgccgcccag gttggcgctt accacctgat gccaacccaa 4 65 

gggggccgcg gtgtgctgat gggcggggtg cccggcgtcg aaccggccga cgtcctggtg 525 

atcggcgccg gcaccgccgg ctacaacgca gcccgcatcg ccaacggcat ggccccgacc 585 

gttacggttc tagacatcaa catccacaaa cttcggcaac tcgacgccga gttctccgcc 645 

cggatcca ca ctccctactc atccgc ctac cagctcgagg gtgccg tcaa acgtcccgac 705 

ctggtgattg gggccgtcct ggtgccaggc gccaaggcac ccaaartagt ctccaattca 765 

cttgtcgcgc atatgaaacc agetgeggta ctggtggata tagccatcca ccaccccggc 825 

tgtttcgaag gctcaccacc gaccacctac gaccacccga cgttcgccgt gcacgacacg 865 

ctgttttact gcctggccaa catgcccgcc tcggtgccca agaegtcgae ctacgcgctg 945 

accaacgcga cgatcccgta tetgetcgag cttgccgacc atggctggcg ggcgccgtgc 1005 

'- 

ccgtcgaatc cggcactacc caaacctctc tcgac gcacg aag gggcott actctcccaa 1065 

< R3 < f^j ~ -R2 ~ 

cgggtggcca ccgacctggg gctgccgttc accgag c^cg ccaccgtoct agcctcactc 1125 

^ " " " ' R5 Ri 

tcggccgctc gttacgccca ccacacgtcg ggagtaaggg aa^cgatgat gtccgccgcg 1165 

Abb. 2.3 : Die vemendeten Oiigos undihre Lage auf dem AlaDH-Gen 



2.3 Rezepturen 

Alle unter diesem Punkt beschriebenen Losungen wurden weitestgehend nach 
Sambrook et a/. (1989) hergesteiit. 

2.3.1 Nahrmedien 

LB 

10 g Bacto-Trypton (Difco), 5 g Bacto-Hefeextrakt (Difco), 10 g NaCi 
ad 1000 ml H 2 0. pH 7,0, autoklavieren 
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IB 

12 g Bacto-Trypton (Difco), 24 g Bacto-Hefeextrakt (Difco), 4 ml Glycerin (87 %), 2,31 g 
KH 2 P0 4l 12,54 g K 2 HP0 4 

ad 1000 ml H 2 0, die Phosphatlosungen werden getrennt von den anderen 
Komponenten autoklaviert und hinterher zugemischt 

SOC 

2 % Bacto-Trypton (Difco), 0,5 % Bacto-Hefeextrakt (Difco), 10 mM NaCI, 2,5 mM KCI, 
1 0 mM MgCI 2i 1 0 mM MgS0 4) 20 mM Glucose 

ad 1000 ml H 2 0, pH 7,0, die Glucose wird getrennt von den anderen Komponenten 
autoklaviert und hinterher zugegeben 

LflWFNSTPIM ' 

Benutzt wurden gebrauchsfertige Coletsos Ossein Schragagarrohrchen (Sanofi 
Diagnostics Pasteur). 

FESTMFp iPM • 

2ur Herstellung von Flatten (90 mm, Greiner) der oben beschriebenen Nahrmedien 
wurde der jeweiligen Rezeptur 1 ,5% Agar beigemischt. 

Antibiotic 

Antibiotika wurden den Flussigmedien kurz vor Gebrauch aus Stamm.osungen 
zugegeben. Bei Herstellung von Festmedien wurde mit der Zugabe gewartet, bis die 
Losung nach dem Autoklavieren handwarm war. Benutzt wurden die in Tab. 2.6 
aufgefuhrten Antibiotika. 
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Tab. 2.6 : Benutzte Antibiotika und eingesetzte Konzentrationen 



Antibiotika 


Endkonzentration 


gelost in 


Ampicillin 


100 pg/ml 


Wasser 


Chloramphenicol 


20 pg/ml 


Ethanol 


Gentamicin 


100 pg/ml 


gebrauchsfertig (Sigma) 


Kanamycin 


30 pg/ml 


Wasser 



2.3.2 Pufferlosungen 
L-Puffer : 50 mM Tris base, 10 mM EDTA, pH 6,8, autoklavieren 

10 mM Tris base, 1 mM EDTA, pH 7,4, autoklavieren 

40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0, autoklavieren 

89 mM Tris base, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA, pH 8,0, autoklavieren 

50 mM Tris base, 137 mM NaCI, 3 mM KCI, pH 7,4, autoklavieren 



TE 



TAE : 



TBE : 



TBS 



TBS-Twefn : TBS +0,05% Tween-20 

PJBS_i 137 mM NaCI, 3 mM KCI, 8 mM Na 2 HP0 4l 2 mM KH 2 P0 4 , pH 7,0, 

autoklavieren 
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2.6.4 Alanin Dehydrogenase Assays 
2.6.4.1 Qualititativer Assay 

Der qualitative Nachweis der AlaDH beruht auf einer Reihe von Redoxreaktionen, 
gemaGfolgendem Reaktionsschema (Inagaki etal., 1986; Andersen era/., 1992) : 

L- Alanin 

.-NAD*-. /-PMS red -^ ^-NBT 



AlaDH 



NH 4 (violctt) 



Pyruvat 

/46o. 2.4 ; Prinzip des Alanin Dehydrogenase - Assays 

Das violette Endprodukt ist hierbei sehr gut mit dem blo&en Auge zu erkennen. Dieser 
Assay wurde einerseits zum schnellen Screening von FPLC-Fraktionen und 
andererseits zur Demonstration von AlaDH-Aktivitat in nativen Proteingelen benutzt. 

Basis dieses Assay ist ein Reaktionsmix bestehend aus 1/2 Vol. 0,5 M Glycin KOH, 
■pH 10,2 und je 1/8 Vol. 0,5 M L-Alanin, 6,25 mM NAD-, 2,4 mM NBT und 
0,64 mM PMS. 

Zur Analyse von Proteinfraktidnen wurde der Substratmix 1:1 mit der zu testenden 
Losung versetzt. Native Gele wurden nach der Elektrophorese direkt in 10 ml 
Substratmix inkubiert. 

Eine positive Reaktion ist nach spatestens 5 min zu erkennen. 
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2.6.4.2 Semiquantitativer Assay 

Dieser Assay wurde zur Untersuchung von AlaDH-Aktivitaten in Mykobakterien 
vervvendet. 

Die Mykobakterien wurden auf Lowenstein-Medium angezogen. Mit der Impfose 
wurden Bakterien von den Schragagar-Rohrchen abgenommen, in Wasser 
resuspendiert und auf eine Trubung equivalent zu einem McFarland Standard Nr.5 
eingestelft. Zur Trennung von Zeilaggregaten wurden die Suspensionen fur 10 min im 
Ultraschallbad behandelt. 

Anschliefiend wurden die Zellen 1:1 mit Reaktionsmix (siehe 2.6.4.1) versetzt und 
10 min bei RT inkubiert. Nach zweiminutiger Zentrifugation bei 20.000 g wurde die 
Absorption des Oberstandes gegen den Blindwert gemessen. 

Als Referenzmessung diente ein Ansatz, dem kein L-Alanin zugesetzt war. 

Eine Absorptionsanderung von einer Einheit pro Minute in diesem Test entspricht 
etwa einer Absorptionsanderung von drei Einheiten pro Minute beim quantitativen 
Assay (Messung bei 340 nm, siehe 2.6.4.3). 



2.6.4.3 Quantitativer Assay 

Bei diesem Assay wurde direkt die quantitative Anderung des NADH-Gehaltes bei 
340 nm gemessen. 

Die Standardreaktionsansatze hatten ein Volumen von 1 ml. Die Zusammensetzung 
ist in Tab. 2.7 gezeigt. Die Absorption wurde uber 10 min hinweg bei 37°C und 340 nm 
verfolgt. Der Extinktionskoeffizient e von NADH betragt bei 340 nm 6,22 x 106 cm 2/mol. 

Die Standardansatze wurden zur Bestimmung der biochemischen Eigenschaften des 
Enzyms wie jeweils im Text angegeben variiert. Jeder dargestellte Me&punkt stellt den 
Mittelwert aus mindestens zwei, in der Regel aber drei, unabhSngigen Messungen dar. 
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Eine AlaDH-Einheit ist als die Enzymmenge definiert, die in einer Minute die Bildung 
on 1 pmol NADH in der oxidativen Desaminierung katalysiert. 

Tab. 2J: Zusammensetzung des quantitative!! AlaDH-Assays 

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur die oxidative Desaminierung ist 

links, die fur die reduktive Aminierung rechts gezeigt. 



Oxidative Desaminierung 


Reduktive Aminierung 


125 mM Glycin-KOH, pH 10,2 


1 M NH 4 CI / NH 4 OH, pH 7,4 


100 mM L-Alanin 


20 mM Pyruvat 


1,25 mM NAD + 


0,5 mM NADH 



2.6.5 Densitometrie 



Densitometrie wurde benulzt um eine Quantifizierung des Expressionsievels der 
AlaDH zu machen. Desweiteren wurden hiermit die Signale der Epitopkartierung 
quantifiziert und ins Verhaltnis zueinander gesetzt. 

j Die Durchfuhrung erfolgte mit einem Personal Densitometer (Molecular Dynamics) mit 
der Software Image Quant (Molecular Dynamics). 
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3.5 Die Verbreitung der Alanin Dehydrogenase innerhalb der Mykobakterien 

Sowohl auf Gen-, als auch auf Proteinebene, sollte als nachstes untersucht werden, 
in weichen Mykobakterien eine Alanin Dehydrogenase vorhanden ist. Ausgehend von 
der Virulenz war hierbei die Fragestellung, ob die AlaDH-Aktivitat mit dieser Eigenschaft 
korreliert. 

3.5.1 In vivo AlaDH-Aktivitat 

Da AlaDH-Aktivitat in der Mikrobenwelt eher die Ausnahme als die Regel darstellt, 
,.war es interessant zu hinterfragen, ob dieses Enzym innerhalb der Mykobakterien 
ubiquitar ist, oder ob es auf bestimmte Spezies und Stamme beschrankt ist. Dadurch 
konnen dann wiederum Ruckschiusse auf Fragep gezogen werden wie : 

^ Haben AlaDH produzierende Stamme Gemeinsamkeiten in der Lebensweise ? 
^ Induziert eine bestimmt Wachstumsweise oder - phase die AlaDH-Produktion ? 
^ Wie erfolgt die Regulation der AlaDH ? 

Konnen andere Stoffwechselwege die von der AlaDH katalysierte Reaktion 

ersetzen ? 

^ Weichen Phanotyp mQssten AlaDH Mutanten zeigen ? 
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Es wurden deshalb alle verfiigbaren Stamme auf Produktion von AlaDH-Aktivitat hin 
untersucht. Das Repertoir umfasste insgesamt 44 mykobakterielle Stamme, die 29 
verschiedene Spezies reprasentieren. Zudem wurden die beiden mit den 
Mykobakterien eng verwandten Stamme Nocardia asteroides und Rhodococcus equi 
getestet. 

Urn die im Testsystem gemessenen Aktivitaten miteinander vergleichen zu konnen, 
wurden alle Bakteriensuspensionen auf eine Dichte eingestellt, die der Trubung eines 
McFarland Standards Nr.5 entspricht. Die Stamme befanden sich zum Zeitpunkt der 
Messung in derspaten exponentiellen Phase. 

Neben der AlaDH-Messung wurde auch eine Messung durchgefuhrt, bei der im 
Reaktionsansatz L-Alanin fehlte. Die Aktivitat dieses Ansatzes ist ein MaG fur andere 
parallel ablaufende NAD + -reduzierende Prozesse. Die Differenz zwischen diesem 
Ansatz und dem Standardansatz entspricht der Netto-AlaDH-Aktivitat (AA5 9 5-Wert). 

GemaG der gemessen Aktivitaten lassen sich die untersuchten Stamme in drei 
Gruppen einteilen. Die erste Gruppe ist die der stark-positiven Stamme (Tab.3.11). In 
dieser Gruppe sind die Stamme zusammengefasst, die eine AlaDH-Aktivitat von mehr 
als 0,5 AA 595 -Einheiten im benutzen Testsystem aufweisen. 

Tab 3.11 : Stamme mit stark-positiver AlaDH-Aktivitat 
Die Durchfuhrung dieses Assays ist in 2.6.4.2 beschrieben. 



Stamm 


AlaDH-Aktivitat [AAs 9S ] 


M.marinum 3 


2,327 


M.chelonae 7 


1,842 



M/n/crof/1 0,919 



MJuberculosis H37R V 



0,592 
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Als stark-postiv klassifiziert wurden die beiden fur Fische pathogenen Stamme 
M.chelonae und M.marinum, sowie die beiden ebenfalis pathogenen Stamme M.microti 
und M.tuberculosis H37R V , letzteres ein virulenter Tuberkulose-Referenzstamm. 



Die zweite Gruppe, die der ma&ig-positiven Stamme, umfasst jene mit einer Aktivitai 
zwischen 0,1 und 0,5 AA 5Q 5-Einheiten (Tab.3.12). 

Tab.3.12 : Stamme mit maBig-positiver AlaDH-Aktivitat 
Die Durchfuhrung dieses Assays ist in 2.6.4.2 beschrieben. 



Stamm 


AlaDH-Aktivitat 
[AA595I 


Stamm 


AlaDH-Aktivitat 
[AA 595 ] 


M.smegmatis 3 


0,375 


M.tuberculosis 49 


0,138 


M.ulcerus 1 


0,369 


M.tuberculosis 130 


0,118 


M.africanum 1 


0,287 


M.smegmatis 1 


0,116 


M.tuberculosis 118 


0,210 


M.tuberculosis 132 


0,111 


M.tuberculosis 145 


0,190 


M.tuberculosis 146 


0,111 


M.intracellulare 1 


0,155 


M.tuberculosis 1 


0,110 



In dieser Gruppe finden sich, autler M.smegmatis, nur pathogene, klinische isolate 
von M.tuberculosis und anderen Mykobakterien wieder. Beide getesteten Stamme von 
M.smegmatis zeigen jedoch auch sehr hohe NAD+-reduzierende Aktivitaten in 
Abwesenheit von L-Aianin. Es ist an dieser Stelle noch wichtig zu erwahnen, da(i der 

Stamm M.smegmatis 1-2c (ein Derivat von M.smegmatis mc 2 6; Zhang et a/., 1991; 

Garbe et al., 1994; von Dr. Peadar 6 Gaora, St.Mary's Hospital, London), ein Stamm 

fur genetische Arbeiten in Mykobakterien, keine AlaDH-Aktivitat zeigt, aber ebenfalis 

Ober eine hohe Hintergrundaktivitat verfugt. 
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In der letzten Gruppe schlieGIich sind alie Stamme aufgefuhrt, die als fur AlaDH- 
ktivitat negativ befunden v/urden, d.h. die eine Aktivitat von weniger als 0,1 AA595- 
inheiten aufweisen (Tab. 3. 13). 

Tab. 3. 13 : Stamme ohne AlaDH-Aktivitat 



Die Durchfuhrung dieses Assays ist in 2.6.4.2 beschrieben. 



Stamm 


AtaDH-Aktivitat 


Stamm 


AlaDH-Aktivitat 




[AA595] 




[AA 595 ] 


N.asteroides 1 


0,048 


M.bovis BCG 4 


0,001 


M.flavescens 1 


0,042 


M.terrae 2 


0,001 


MJuberculosis H37R a 


0,032 


MJuberculosis 60 


0 


M.nonchromogenium 1 


0,026 


MJuberculosis 163 


0 


M.foriuiium 11 


0,022 


M.gastri 1 


0 


M.asiaticum 1 


0,021 


M.gordonae 3 


0 


M.bovis BCG 2 


0,013 


M.kansasii 1 


0 


MJufu 1 


0,013 


M.parafortuitum 1 


0 


R.equi 1 


0,011 


M.perigrinum 1 


0 


M.bovis 3 


0,010 


M.phlei 1 


0 


M.scrofulaceum 1 


0,009 


M.phlei A 


0 


M. intracellular 5 


0,007 


M.scrofulaceum 8 


0 


M.therrnosresistibile 1 


0,006 


M.simiae 1 


0 


M. avium 1 


0,002 


M.vaccae 3 


0 


M.triviale 1 


0,002 


M.xenopi 7 


0 



Diese weitaus grolite Gruppe umfaflt vor aiiem opportunistische und nicht-pathogene 
Stamme, sowie die beiden mit den Mykobakterien verwandten Stamme Nocardia 
asteroides und Rhodococcus equi. Ausnahme waren zwei klinische Tuberkulose- 
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Isolate, sowie der Erreger der Rinder-Tb, M.bovis, aber auch die beiden untersuchten 
Impfstamme von M.bovis BCG, 



Eine graphische Darstellung der AlaDH-Aktivitaten ist in Abb. 3.16 nach 
phylogenetischen Gesichtspunkten geordnet wiedergegeben. 



< 




21 X J— V— K- H H h- 



M./w5e/r;/fes/s CompJex 



MAIS con,** P 1 *™ 9 "jwantf. 

Complex S:A.-nme 



A<. to.1 uUvai v e rw sr - :« 
Complex S:iT„-e 



langsam wachsende S'.amrr.e 



S'.irrc* S'.Amme 



Abb. 3. 16 : AlaDH-Aktivitat im Reich der Mykobakterien 

Die genaue Bezeichnung der einzelnen Stamme ist in Tab. 2.3 wiedergegeben. Die 
Angaben schnell wachsend bzw. langsam wachsend durfen nicht streng genommen 
werden, sondem stellen vielmehr eine Tendenz innerhaib der gezeioten Gruppen dar. 



Zusammenfassend laBt sich die Verbreitung von AlaDH-Aktivitat innerhaib der Welt 
der Mykobakterien so beschreiben : 

© Die mit Abstand hochste Aktivitat zeigen die beiden fur Fische pathogenen Stamme 
M.chelonae und M.marinum. 
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D Innerhalb der Stamme von MJubercuIosis ist eine Tendenz vorhanden, nach der mit 
abnehmender Virulenz auch die AlaDH-Aktivitat abnimmt (H37R V > klinische Isolate > 
H37R a ). 

D Alle als positiv klassifizierten Stamme sind virulent. Einzige Ausnahme ist 
M.smegmatis, das aber anhand seiner hohen Hintergrundaktivitat leicht zu 
unterscheiden ist. 



© Nicht alle virulenten Stamme sind AlaDH positiv. 

© MJubercuIosis la St sich mittels AlaDH-Aktivitat vom Impfstamm M.bovis BCG 
unterscheiden. 

3.5.2 Das Gen fur die Alanin Dehydrogenase 
3.5.2.1 Dieersten PCR-Fragmente 

Nachdem nun die AlaDH-Aklivitaten innerhalb der verschiedenen Stamme 
quantifiziert worden waren, stelite sich als nachstes die Frage, warum einige Stamme 
das Enzym produzieren, andere aber nicht. Auch das AusmaG der Expression 
unterscheidet sich selbst zwischen eng verwandten Arten teilweise deutlich. 

Das Fehlen mefibarer Aktivitat kann bis zu einem gewissen Grad eine Erklarung darin 
finden, daU sich nicht alle Stamme in der exakt selben Wachstumsphase befanden, da 
es sehr schwer ist alle Stamme parallel, im gleichen Stadium befindlich anzuziehen. 
Aber das Ausbleiben von Aktivitat konnte auch einen Grund darin haben, dad sich 
genetische Anderungen auf die Expression des Gens auswirken. Diese Anderungen 
konnten im kodierenden oderim regulatorischen Bereich aufgetreten sein. 

Um diese Tatsache zu uberprufen wurde versucht das A/aDH-Gen aus verschiedenen 
Stammen mittels PCR ganz oder teilv/eise zu amplifizieren. Als Primer dienten hierzu 
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auf der Sequenz von M. tuberculosis H37R V basierende Oligonukleotide (Andersen et 
a/. t 1992; siehe Abschnitt 2.2.2, Tab. 2.5), 

Die zum Nachweis der AlaDH verv/endeten Primerpaare t die jeweils zu erwartende 
Lange der Produkte und die jeweils benutzten Annea/Zng-Temperaturen der PCR sind 
in Tab. 3.14 zusammengefasst 



Tab. 3. 14 : Primerpaare zur Detektion der AlaDH in Mykobakterien 
Die Sequenzen der Primer sind in Tab. 2.5 wiedergegeben. 



Bezeichnung 


Primer #1 


Primer£2 


Produkt 


Temperatur 


Annabel 


AlaDH-F1 


AlaDH-RM 


433 bp 


65°C 


Beatrice 


AlaDH-F1 


AlaDH-R2 


1102 bp 


45°C 


Claude tie 


AIaDH-F1 


AIaDH-R3 


1120 bp 


55°C 


D6sir6e 


A!aDH-F1 


A!aDH-R6 


1072 bp 


45°C 


Eleonore 


A!aDH-F1 + 


A1aDH-R1 


1099 bp 


55°C 


Francoise 


AtaDH-F1 + 


A!aDH-R2 


1117bp 


50°C 


Giselle 


AlaDH-F2 


AlaDH-R7 


757 bp 


35°C 


Helen 


AlaDH-F4 


AlaDH-RM 


1080 bp 


55°C 


Isa belle 


AlaDH-F4 


AlaDH-R6 


1050 bp 


55°C 


Jeanetie 


AiaDH-F5 


AlaDH-R1 


507 bp 


45°C 


Karen 


AIaDH-F5 


AlaDH-R4 . 


834 bp 


45°C 


Larissa 


AlaDH-F6 


AiaDH-R4 


786 bp 


55°C 


Melanie 


AlaDH-F6 


A!aDH-R5 


405 bp 


55°C 



Die ersten Versuche das Gen fur die AlaDH in verschiedenen mykobakteriellen 
Spezies zu detektieren erfolgte mit dem Primerpaar Annabel. Das hierbei erhaltene 
Ergebnis war einigermaden uberraschend. Alle Stamme des M. tuberculosis Complex 
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zeigten das erwartete Fragment von 433 bp. Daruber hinaus war bei all diesen 
Stammen ein zusatzliches Fragment von etwa 900 bp amplifiziert worden (Abb.3.17). 



1 2 3 4 5 6 



10 




900 bp 
433 bp 



Abb. 3.17: PCR verschiedener Stamme mit dem Primerpaar Annabel. 

Gefahren wurden bei diesen PCRs jesveils 40 Zyklen mit der Abfolge : melting 2 min bei 
96°C, annealing 2 min bei 65 e C und extension 3 min bei 72°C. Die MgCI 2 -Konzentration 
betrug 1,5 mM. 



Bahn 1 : M.tuberculosis H37R V 
Bahn 2 : M.tuberculosis H37R a 
Bahn 3 : M.tuberculosis 1 
Bahn 4 : M.bovis 3 
Bahn 5 : M.bovis BCG 2 



Bahn 6 : M.bovis BCG 4 
Eahn 7 : M.sfricanum 1 
Eahn 8 : M. microti 1 
Bahn 9 : M.marinum 3 
Bahn 10 : M.chelonae 7 



Wie sich herausstellen sollte, war dieses zvveite Fragment ebenfalls ein Teil des 
AlaDH-Gens, das durch Anlagerung des Primers AlaDH-RM an einer welter C-terminal 
gelegenen Stelle entstanden ist. Durch Erhohung der -Annea//ng-Temperatur bei der 
PCR von 65 auf 69°C konnte dieses zv/eite Fragment unterdruckt werden (siehe 
Abb. 3.18, Bahn 2 und 3). 

Das eigentlich erstaunliche war jedoch das Erscheinen des amplifizierten Fragments 
in alien Stammen des M.tuberculosis Complex, unabhangig vom Vorhandensein von 
AiaDH-AktivitSt. 
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Auch bei einigen anderen Stammen konnte mit dem Primerpaar Annabel eines oder 
mehrere Fragmente amplifiziert werden. Allerdings waren die amplifizierten Banden 
meist nicht besonders stark, so dad sie in Anbetracht der 40 PCR-Zyklen als 
Hintergrund betrachtet werden kfinnen. Es handelt sich vermutlich urn schwache 
unspezifische Reaktionen. Jedoch ist auch nicht auszuschliessen, da& aufgrund 
mangelnder Homologie zwischen den verschiedenen Spezies die PCR-Primer nicht 
optimal an die Zielsequenz binden konnten. 

Die beiden fischpathogenen Stamme mit starker AlaDH-Aktivitat, M.marinum und 
M.chelonae, zeigten bei der PCR mit dem Primerpaar Annabel ein deutlich 
unterschiedliches Verhalten. Wahrend M.marinum ein Produkt von etwa 540 bp lieferte, 
war bei den gewahlten Bedingungen mit dem Primerpaar Annabel bei M.chelonae kein 
Fragment zu erhalten (Abb. 3.17, Bahn 9 und 10). 



3.5.2.2 Das AlaDH-Gen des M.tuberculosis Complex 

Da die Prasenz des Gens fur die AlaDH nun in alien Stammen des M.tuberculosis 
Complex nachgewiesen worden war, stellte sich die Frage, wie man sich die 
Diskrepanz zu den gemessenen Aktivilaten erklaren sollte. 

Aus diesem Grunde wurde damit begonnen gro&ere Fragmente des Gens zu 
amplifizieren. Aus M.tuberculosis H37R V konnten alle in Tab. 3.15 aufgefiihrten 
Fragmente amplifiziert werden (ein Teil dieser Fragmente ist in Abb. 3.18 gezeigt). Von 
den anderen Stammen des M.tuberculosis Complex sind ebenfalls alle PCR- 
Reaktionen aus Tab. 3.15 die ausprobiert wurden, positiv verlaufen. Es wurde jedoch 
nicht mit jedem Stamm jede Reaktion nachvollzogen. 



WO 98/32862 



PCT/EP98/00484 



-*6- 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 



2.036 bp ^ 
1.635 bp 

1.018 bp 
517/506 bp V 



/Add. 3.18 : PCR-Produkte des Stammes M. tuberculosis H37R V 

Gefahren v/urden bei ciesen PCR's jeweils 40 Zyklen wie in Abb. 3.17 
angegeben. Die annea/Z/jg-Tempsraturen sind, mit Ausnahme von Bahn 2 
und 3, in Tab. 3.14 wiederoegeben. Die MgC! 2 -Kon2entration beim Primerpaar 
Annabel betrug 1,5 mM, die aiier anderen Reaktionen 3 mM. 



Bahn 1 : KBL 
Bahn 2 : Annabel, 65 = C 
Bahn 3 : Annabel, 69 C C 
Bahn 4 : Desir£e 
Bahn 5 : Eleonore 
Bahn 6 : Francoise 



Eahn 7 : Giselle 
Bahn 8 : Helen 
Bahn 9 : Isabelle 
Bahn 10 : Larissa 
Bahn 11 : Melanie 
Bahn 12 : KBL 



Der von alien Stammen des M.tuberculosis Complex amplifizierfe Bereich umfasst 
■1260 bp. Er beinhaliet den komplstten kodierenden Abschnitt fur die A!aDH, sowie 
weitere 75 bp upstream und 63 bp downstream. Dieser Bereich wurde von alien 
Stammen des M.tuberculosis Complex komplett durchsequenziert (Abb. 3.19). Lediglich 
bei den letzten etwa 20 Basen schleichen sich Ungenauigkeiten ein. Der komplette 
restliche Bereich istjedoch durch mehrfache Sequenzierungen abgesichert. 

Es ist festzustellen, dafc samtiiche Sequenzen bis auf drei Stellen komplett mit der 
publizierten Sequenz der AlaDH des XAA65-Klons (Andersen et si., 1992) identisch 
sind. 



WO 98/32862 



4 0kD -60 ATCTTGCAGA 

Tubl -60 ATCTTGCAGA 

K37Rv -60 ATCTTGCAGA 

H37Ra -60 ATCTTGCAGA 

BCG4 -60 ATCTTGCAGA 

BCG2 -60 ATCTTGCAGA 

Bov3 -60 ATCTTGCAGA 

Afrl -60 ATCTTGCAGA 

Kiel -60 ATCTTGCAGA 



PCT/EP98/00484 



TTAATCGAAC 
TTAATCGAAC 
TTAATCGAAC 
TTAATCGAAC 
TTAATCGAAC 
TTAATCGAAC 
TTAATCGAAC 
TTAATCGAAC 
TTAATCGAAC 



-*7- 

* 

TTTCTTCACA 
TTTCTTCACA 
TTTCTTCATA 
TTTCTTCATA 
TTTCTTCACA 
TTTCTTCACA 
TTTCTTCACA 
TTTCTTCACA 
TTTCTTCACA 



CTGAAGCGTA 
CTGAAGCG7A 
CTGAAGCGTA 
CTGAAGCGTA 
CTGAAGCGTA 
CTGAAGCGTA 
CTGAAGCGTA 
CTGAAGCGTA 
CTGAAGCGTA 



CAGTATCGAG 
CAGTATCGAG 
CAGTATCGAG 
CAGTATCGAG 
CAGTATCGAG 
CAGTATCGAG 
CAGTATCGAG 
CAGTATCGAG 
CAGTATCGAG 



AGGGGTAATC 
AGGGGTAATC 
AGGGGTAATC 
AGGGGTAATC 
AGGGGTAATC 
AGGGGTAATC 
AGGGGTAATC 
AGGGGTAATC 
AGGGGTAATC 



- 1 
- 1 

- 1 



-1 

- 1 

- T 
-1 



4 0kD 

Tubl 

K37RV 

K3 7Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



Start 

ATGCG CGTCG 
ATGCG CGTCG 
ATGCGCGTCG 
ATGCG CGTCG 
ATGCGCGTCG 
ATGCGCGTCG 
ATGCGCGTCG 
ATGCGCGTCG 
ATGCGCGTCG 



GTATTCCGAC 
GTATTCCGAC 
GTATTCCGAC 
GTATTCCGAC 
GTATTCCGAC 
GTATTCCGAC 
GTATTCCGAC 
GTATTCCGAC 
GTATTCCGAC 



CGAGACCAAA 
CGAGACCAAA 
CGAGACCAAA 
CGAGACCAAA 
CGAGACCAAA 
CGAGACCAAA 
CGAGACCAAA 
CGAGACCAAA 
CGAGACCAAA 



****** 

AACAACG AAT TCCAATTCCG 



AACAACG 

AACAACG 

AACAACG 

AACAACG 

AACAACG 

AACAACG 

AACAACG 

AACAACG 



AATTCCG 

AATTCCG 

AATTCCG 

AATTCCG 

AATTCCG 

---AATTCCG 
AATTCCG 



GGTGGCCATC 
GGTGGCCATC 
GGTGGCCATC 
GGTGGCCATC 
GGTGGCCATC 
GGTGGCCATC 
GGTGGCCATC 
GGTGGCCATC 
GGTGGCCATC 



60 
60 
€0 
60 
60 
60 
60 
60 
60 



4 0kD 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGG CCATG 

Tubl 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGG CCATG 

K37RV 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG 

H3 7Ra 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG 

BCG4 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG 

BCG2 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG 

Bov3 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG 

Afrl 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG 

Micl 61 ACCCCGGCCG GCGTCGCGGA ACTAACCCGT CGTGGCCATG 



AGGTGCTCAT 
AGGTGCTCAT 
AGGTGCTC-.T 
AGGTGCTCAT 
AGGTGCTC-.T 
AGGTGCTC-.T 
AGGTGCTC-.T 
AGGTGCTC-.T 
AGGTGCTC-.T 



CCAGGCAGGT 
CCAGGCAGGT 
CCAGGCAGGT 
CCAGGCAGGT 
CCAGGCAGGT 
CCAGGCAGGT 
CCAGGCAGGT 
CCAGGCAGGT 
CCAGGCAGGT 



120 
120 
120 
120 
120 
120 
120 
120 
120 



4 0kD 
Tubl 
H37Rv 
K37Ra 
BCG4 
i BCG2 
,; Bov3 
Afrl 
Kiel • 



121 
121 
121 
121 
121 
121 
121 
121 
121 



GCCGGAGAGG 
GCCGGAGAGG 
GCCGGAGAGG 
GCCGGAGAGG 
GCCGGAGAGG 
GCCGGAGAGG 
GCCGGAGAGG 
GCCGGAGAGG 
GCCGGAGAGG 



GCTCGGCTAT 
GCTCGGCTAT 
GCTCGGCTAT 
GCTCGGCTAT 
GCTCGGCTAT 
GCTCGGCTAT 
GCTCGGCTAT 
GCTCGGCTAT 
GCTCGGCTAT 



CACCG 
CACCG. 
CACCG. 
CACCG, 
CACCG. 
CACCG. 
CACCG, 
CACCG 
CACCG, 



ACGCG 
CGCG 
CGCG 
ACGCG 
CGCG 
CGCG 
.ACGCG 
ACGCG 
CGCG 



GATTTCAAGG 
GATTTCAAGG 
GATTTCAAGG 
GATTTCAAGG 
GATTTCAAGG 
GATTTCAAGG 
GATTTCAAGG 
GATTTCAAGG 
GATTTCAAGG 



CGGCAGGCGC 
CGGCAGGCGC 
CGGCAGGCGC 
CGGCAGGCGC 
CGGCAGGCGC 
CGGCAGGCGC 
CGGCAGGCGC 
CGGCAGGCGC 
CGGCAGGCGC 



GCAACTGGTC 
GCAACTGGTC 
GCAACTGGTC 
GCAACTGGTC 
GCAACTGGTC 
GCAACTGGTC 
GCAACTGGTC 
GCAACTGGTC 
GCAACTGGTC 



ISO 
160 

ieo 

It 0 
ISO 
160 
1E0 
180 

ieo 



4 0kD 

Tubl 

H37RV 

H3 7Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



181 
181 
181 
181 
181 
181 
161 
181 
181 



GGCACCGCCG 
GGCACCGCCG 
GGCACCGCCG 
GGCACCGCCG 
GGCACCGCCG 
GGCACCGCCG 
GGCACCGCCG 
GGCACCGCCG 
GGCACCGCCG 



ACCAGGTGTG 
ACCAGGTGTG 
ACCAGGTGTG 
ACCAGGTGTG 
ACCAGGTGTG 
ACCAGGTGTG 
ACCAGGTGTG 
ACCAGGTGTG 
ACCAGGTGTG 



GGCCG. 
GGCCG 
GGCCG. 
GGCCG 
GGCCG 
GGCCG 
GGCCG. 
GGCCG. 
GGCCG 



ACGCT 
ACGCT 
ACGCT 
ACGCT 
ACGCT 
ACGCT 
ACGCT 
ACGCT 
CGCT 



GATTTATTGC 
GATTTATTGC 
GATTTATTGC 
GATTTATTGC 
GATTTATTGC 
GATTTATTGC 
GATTTATTGC 
GATTTATTGC 
GATTTATTGC 



TCAAGGTCAA 
TCAAGGTCAA 
TCAAGGTCAA 
TCAAGGTCAA 
TCAAGGTCAA 
TCAAGGTCAA 
TCAAGGTCAA 
TCAAGGTCAA 
TCAAGGTCAA 



AGAACCGATA 
AGAACCGATA 
AGAACCGATA 
AGAACCGATA 
AGAACCGATA 
AGAACCGATA 
AG.AACCGATA 
AGAACCGATA 
AG.AACCGATA 



240 
240 
240 
240 
240 
240 
240 
240 
240 
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40kD 241 

Tubl 241 

H3 1 Rv 241 

H37Ra 241 

3CG4 241 



BCG2 
3ov3 
Af rl 
Micl 



241 
241 
241 
241 



GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 
GCGGCGGAAT 



ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 
ACGGCCGCCT 



- 28 - 
* 
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GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 
GCGACACGGG 



CAGAT 
CAGAT 
CAGAT 
CAGA' 
C - GAT 
C-GAT 
C-GA 
CAGAT 
CAGAT 



CTTGT 
CTTGT 
'CTTGT 
CTTGT 
CTTGT 
CTTGT 
CTTGT 
CTTGT 
CTTGT 



TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 
TCACGTTCTT 



GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 
GCATTTGGCC 



300 

3CO 

300 

300 

300' 

300 

300 

300 

300 



4 0kD 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 

Tubl 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 

H3 7RV 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 

H3 7Ra 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 

BCG4 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 

BCG2 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 

Bov3 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 

Afrl 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 

Micl 3 01 GCGTCACGTG CTTGCACCGA 



TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 
TGCGTTGTTG 



GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 
GATTCCGGCA 



CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 
CCACGTCAAT 



TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 
TGCCTACGAG 



350 
360 
360 
360 
360 
360 
360 
360 
360 



4 0kD 

Tubl 

K3 7RV 

H37Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



361 
361 
361 
361 
361 
361 
361 
361 
361 



ACCG TCCAG A 
ACCGTCCAGA 
ACCGTCCAGA 
ACCGTCCAGA 
ACCGTCCAGA 
ACCGTCCAGA 
ACCGTCCAGA 
ACCGTCCAGA 
ACCGTCCAGA 



CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGAAGG 
CCGCCGAAGG 
CCGCCGACGG 
CCGCCGACGG 



CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 
CGCACTACCC 



CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 
CTGCTTGCCC 



CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 
CGATGAGCGA 



AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 
AGTCGCCGGT 



420 
420 
420 
420 
420 
420 
420 
420 
420 



4 0kD 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 

Tubl 4 21 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 

K3 7Kv 4 21 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 

K3 7Ra 4 21 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 

SCG4 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 

BCG2 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 

..30V3 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 

■Afrl 4 21 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 

Micl 421 CGACTCGCCG CCCAGGTTGG CGCTTACCAC 



CTGATGCGAA 
CTGATGCGAA 
CTGATGCGAA 
CTGATGCGAA 
CTGATGCGAA 
CTGATGCGAA 
CTGATGCGAA 
CTGATGCGAA 
CTGATGCGAA 



CCCAAGGGGG 
CCCAAGGGGG 
CCCAAGGGGG 
CCCAAGGGGG 
CCCAAGGGGG 
CCCAAGGGGG 
CCCAAGGGGG 
CCCAAGGGGG 
CCCAAGGGGG 



CCGCGGTGTG 
CCGCGGTGTG 
CCGCGGTGTG 
CCGCGGTGTG 
CCGCGGTGTG 
CCGCGGTGTG 
CCGCGGTGTG 
CCGCGGTGTG 
CCGCGGTGTG 



4S0 
4S0 
4B0 
460 
4 30 
480 
4 60 
4E0 
4S0 



4 0kD 4 61 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 

Tubl 4 81 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 

H37Rv 4 81 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 

H37Ra 4 81 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 

SCG4 4 81 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 

BCG2 4 81 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 

3ov3 4 81 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 

Afrl 4 81 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 

Micl 4 81 CTGATGGGCG GGGTGCCCGG 



CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 
CGTCGAACCG 



GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 
GCCGACGTCG 



TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 
TGGTGATCGG 



CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 
CGCCGGCACC 



540 
540 
540 
540 
540 
540 
540 
540 
540 
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4 0fcD 541 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CATCGCCAAC 

Tubl £41 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CATCGCCAAC 

H3 7Rv £41 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CATCGCCAAC 

K3 7Ra 541 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CATCGCCAAC 

BCG4 541 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CATCGCCAAC 

BCG2 541 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CATCGCCAAC 

Sov3 541 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CA7CGCCAAC 

Afrl 541 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CATCGCCAAC 

Micl S41 GCCGGCTACA ACGCAGCCCG CATCGCCAAC 



GG CATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GG CATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 
GGCATGGGCG 



CGACCGT7AC 
CGACCG7TAC 
CGACCG77AC 
CGACCGTTAC 
CGACCG77AC 
CGACCG77AC 
CGACCGT7AC 
CGACCGT7AC 
CGACCG77AC 



GG77C7AGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 
GGTTCTAGAC 



€00 

6C0 

cC-0 

€00 ' 

6 00 

€00 

€00 

€00 

€00 



4CkD 

Tubl 

K37RV 

H37Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



601 
601 
601 
601 
601 
€01 
601 
601 
601 



ATCAACATCG 
A7CAACA7CG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 
ATCAACATCG 



ACAAACT7CG 
ACAAACTTCG 
ACAAAC7TCG 
ACAAAC7TCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
A.CAAACTTCG 
ACAAACTTCG 
ACAAACTTCG 



GCA-.CTCGAC 
GCAACTCGAC 
GC-.ACTCGA.C 
GCAACTCGAC 
GC-.ACTCGAC 
GCAAC7CGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 
GCAACTCGAC 



GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 
GCCGAGTTCT 



G CGG CCG GAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 
GCGGCCGGAT 



CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 
CCACACTCGC 



€60 
€60 
€60 
€60 
€60 
€60 
€60 
€€0 
6£0 



4L0kD 

Tubl 

K3 7RV 

K3 7Ra 

3CG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



661 
661 
661 
661 
661 
661 
661 
661 
661 



TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 
TACTCATCGG 



CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CCTACGAGCT 
CC7ACGAGC7 
CCTACGAGCT 



CGA 
CGAG-: 

cgag; 
cgac-: 
cgag; 
cgac-: 

CGA& 
CGAG: 
cgag: 



GGTGCC 

:-gtgcc 

>3TGCC 

:-gtgcc 

X5TGCC 
GGTGCC 
:-G7GCC 
GGTGCC 
Z-C-TGCC 



GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
G TCAAA.CG TG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 
GTCAAACGTG 



CCGACC7GGT 
CCGA.CC7GGT 
CCGACC7GGT 
CCGACC7GGT 
CCGACC7GGT 
CCGACC7GGT 
CCGACC7GST 
CCGACC7GGT 
CCGACCTGGT 



GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 
GATTGGGGCC 



720 
720 
720 
720 
720 
720 
720 
720 
720 



4 0V.D 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGGCGCCAA 


GGCACCCAAA 


TTAGTCTCGA 


ATTCAC7 


7GT 


CGCGCATATG 


750 


Tubl 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGGCGCCAA 


GG CACCCAAA 


TTAGTCTCGA 


ATTCAC7 


TGT 


CGCGCATATG 


760 


K3 7Rv 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGGCGCCAA 


GG C-.CC CAAA 


TTAGTCTCGA 


A77CAC7 


TGT 


CGCGCATATG 


760 


H3 7Ra 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGGCGCCAA 


GGCACCCAAA 


TTAGTCTCGA 


ATTCAC7 


TGT 


CGCGCATATG 


730 


£CG4 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGGCGCCAA 


GGCACCCAAA 


TTAGTCTCGA 


ATTCAC7 


TGT 


CGCGCATATG 


7 = 0 


BCG2 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGGCGCCAA 


GG CACCCAAA 


TTAGTCTCGA 


ATTCAC7 


TGT 


CGCGCATATG 


760 


Bov3 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGGCGCCAA 


GGCACCCAAA 


TTAGTCTCGA 


ATTCACT 


7GT 


CGCGCATATG 


7E0 


Af rl 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGGCGCCAA 


GGCACCCAAA 


TTAGTCTCGA 


ATTCAC7 


TGT 


CGCGCATATG 


730 


Micl 


721 


GTCCTGGTGC 


CAGG CGCCAA 


GGCACCCAAA 


TTAGTCTCGA 


ATTCAC7 


TGT 


CGCGCATATG 


7£0 



4 0kD 


781 


AAACCAGGTG 


CGGTACTGGT 


GG AT AT AG CC 


ATCGACCAGG 


GCGGCTGT 


7T 


CGAAGGCTCA 


£40 


Tubl 


781 


AAACCAGGTG 


CGGTACTGGT 


GG AT AT AG CC 


ATCGACCAGG 


GCGGCTGT 


TT 


CGAAGGCTCA 


S40 


K 3 7 R v 


761 


AAACCAGGTG 


CGGTACTGGT 


GGATATAGCC 


ATCGACCAGG 


GCGGCTGT 


7T 


CGAAGGCTCA 


£40 


H3 7Ra 


781 


A.AACCAGG7G 


CGGTACTGGT 


GGATATAGCC 


A.TCGACCAGG 


GCGGCTGT 


TT 


CGAAGGCTCA 


640 


BCG4 


781 


AAACCAGGTG 


CGGTACTGGT 


GGATATAGCC 


ATCGACCAGG 


GCGGCTGT 


TT 


CGAAGGCTCA 


£40 


BCG2 


761 


AAACCAGGTG 


CGGTACTGGT 


GGATA.TAGCC 


ATCGACCAGG 


GCGGCTGT 


TT 


CGAAGGCTCA 


640 


Bov3 


781 


AAA C CAG G 7G 


CGGTACTGGT 


GGATATAGCC 


ATCGACCAGG 


GCGGC7G7 


TT 


CGAAGGCTCA 


640 


Afrl 


781 


AAACCAGGTG 


CGGTACTGGT 


GGATATAGCC 


ATCGACCAGG 


GCGGC7G7 


TT 


CGAAGGCTCA 


640 


Micl 


781 


A.AACCA.GG TG 


CGGTACTGGT 


GGATATAGCC 


ATCGACCAGG 


GCGGCTGT 


TT 


CGAAGGCTCA 


£40 
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verschiedenen Stammen des M. tuberculosis Complex 
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4 0kD 64 1 CGACCGACCA 

Tubl 64 1 CGACCGACCA 

H3 7HV £41 CGACCGACCA 

K3 7Ra £41 CGACCGACCA 

3CG4 £41 CGACCGACCA 

BCG2 E41 CGACCGACCA 

Bov3 641 CGACCGACCA 

Afrl £41 CGACCGACCA 

Micl 641 CGACCGACCA 



CC7ACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 
CCTACGACCA 



CCCGACC-TTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACC-TTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 
CCCGACGTTC 



GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 
GCCGTGCACG 



ACACGCTG7T 
ACACGCTG7T 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 
ACACGCTGTT 



TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 
TTACTGCGTG 



soo 

$00 
900 
SOO 
900 
SOO 
900 
500 
900 



4 0kD SOI GCGAACATGC 

Tubl SOI GCGAACATGC 

H3 7Rv SOI GCGAACATGC 

H3 7Ra SO GCGAACATGC 

5CG4 SO GCGAACATGC 

BCG2 S01 GCGAACATGC 

3ov3 S01 GCGAACATGC 

Afrl SOI GCGAACATGC 

Micl S01 GCGAACATGC 



CCGCCTCGGT 
CCGCCTCGGT 
CCGCCTCGGT 
CCGCCTCGGT 
CCGCCTCGGT 
CCGCCTCGGT 
CCGCCTCGGT 
CCGCCTCGGT 
CCGCCTCGGT 



G CCGAA.GA.CG 
GCCGAAGACG 
GCCGAAGACG 
GCCGAAGACG 
GCCGAAGACG 
GCCGAAGACG 
GCCGAAGACG 
GCCGAAGACG 
GCCGAAGACG 



TCGACCTACG 
TCGACCTACG 
TCGACCTACG 
TCGACCTACG 
TCGACCTACG 
TCGACCTACG 
TCGACCTACG 
TCGACCTACG 
TCGACCTACG 



CGCTGACCAA 
CGCTGACCAA 
CGCTGACCAA 
CGCTGACCAA. 
CGCTGACCAA 
CGCTGACCAA 
CGCTGACCAA 
CGCTGACCAA 
CGCTGACCAA 



CGCGACGATG 
CGCGACGATG 
CGCGACGATG 
CGCGACGATG 
CGCGACGATG 
CGCGACGATG 
CGCGACGATG 
CGCGACGATG 
CGCGACGATG 



960 
960 
960 
960 
S60 
S60 
960 
960 
560 



4 0V.D Sol CCGTATGTGC TCGAGCTTGC CGACCA TGGC 

Tubl Sol CCGTATGTGC TCGAGCTTGC CGACCATGGC 

H3 7RV 561 CCGTATGTGC TCGAGCTTGC CGACCATGGC 

H3 7Ra S61 CCGTATGTGC TCGAGCTTGC CGACCATGGC 

BCG4 S51 CCGTATGTGC TCGAGCTTGC CGACCATGGC 

BCG2 S51 CCGTATGTGC TCGAGCTTGC CGACCATGGC 

Eov3 S61 CCGTATGTGC TCGAGCTTGC CGACCATGGC 

Afrl 551 CCGTATGTGC TCGAGCTTGC CGACCATG-GC 

Micl Scl CCGTA.TGTGC TCGAGCTTGC CGACCATGGC 



TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 
TGGCGGGCGG 



CGTGCCGGTC 
CGTGCCGG7C 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 
CGTGCCGGTC 



CAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
CAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 
GAATCCGGCA 



1020 
1020 
1020 
1020 
1020 
1020 
1020 
1020 
1020 



4 0kD 

Tubl 

H3 7Rv 

K37Ra 

3CG4 

t BCG2 

•.Sov3 

Afrl 

Micl 



1021 
1021 
1021 
1021 
1021 
1021 
1021 
1021 
1C21 



CTAG C CAAAG 
CTA.GCCAAAG 
CTAG C CAAAG 
CTAG C CAAAG 
CTAGCCAAAG 
CTAG C CAAAG 
CTA.G CCAAAG 
CTAG C CAAAG 
CTAG CCAAAG 



GTCT' 
GTCT 
GTCT' 
GTC 
GTCT 
GTCT' 
GTCT 
GTCT 
GTCT 



TTCGAC 
TTCGAC 
TTCGAC 
TTCGAC 
TTCGAC 
TTCGAC 
TTCGAC 
TTCGAC 
TTCGAC 



GCACGAAC-GG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAGGG 
G CA.CG AA.GG G 
GCACGAAGGG 
GCACGAAC-GG 
GCACGAAGGG 
GCACGAAC-GG 



GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 
GCGTTACTGT 



CCGAACGGG 

CCGAACGGG 

CCGAACGGG 

CCGAACGGG 

CCGAACGGG 

CCGAACGGG 

CCGAACGGG 

CCGAACGGG" 

CCGAACGGGT 



GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 
GGCCACCGAC 



ioeo 

10S0 
1080 
1060 
1080 
1080 
1060 
1080 
1080 



4 0kD 

Tubl 

K3 7Rv 

K3 7Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



1081 
1081 
1081 
1081 
1081 
1081 
1081 
1081 
1081 



CTGGGGGTGC 
CTGGGGGTGC 
CTGGGGGTGC 
CTGGGGGTGC 
CTGGGGGTGC 
CTGGGGGTGC 
CTGGGGGTGC 
CTGGGGGTGC 
CTGGGGGTGC 



CGTTCACCGA 
CGTTCACCGA 
CGTTCACCGA 
CGTTCACCGA 
CGTTCACCGA 
CGTTCACCGA 
CGTTCACCGA 
CGTTCACCGA 
CGTTCACCGA 



GCCCGCCAGC 
GCCCGCCAGC 
GCCCGCCAGC 
GCCCGCCAGC 
GCCCGCCAGC 
GCCCGCCAGC 
GCCCGCCAGC 
GCCCGCCAGC 
GCCCGCCAGC 



GTGCTGGCCT 
GTGCTGGCCT 
GTGCTGGCCT 
GTGCTGGCCT 
GTGCTGGCCT 
GTGCTGGCCT 
GTGCTGGCCT 
GTGCTGGCCT 
GTGCTGGCCT 



top 

GACTCTCGGC 
GACTCTCGGC 
GACTCTCGGC 
GACTCTCGGC 
GACTCTCGGC 
GACTCTCGGC 
GACTCTCGGC 
GACTCTCGGC 
GACTCTCGGC 



CGC7CGTTAC 
CGCTCGTTAC 
CGCTCGTTAC 
CGCTCGTTAC 
CGCTCGTTAC 
CGCTCGTTAC 
CGCTCGTTAC 
CGCTCGTTAC 
CGCTCGTTAC 



1140 
1140 
1140 
1140 
1140 
1140 
1140 
1140 
1140 



Abb. 3.19 (4/5) ; Alignment des AlaDH-Gens und den flankierenden Regionen aus 
verschiedenen Stammen des MJuberculosis Complex 
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4 0kD 

Tubl 

H37Rv 

H37Ra 

BCG4 

BCG2 

Bov3 

Afrl 

Micl 



1141 
1141 
1141 
1141 
1141 
1141 
1141 
1141 
1141 



GCCGAGCACA 
GCCGAGCACA 
GCCGAGCACA 
GCCGAGCACA 
GCCGANCACA 
GCCGAGCACA 
GCCGAGCACA 
GCCGAGCNCA 
GCCGAGCACA 



CGTCGGGAGT 
CKTCGGGAGT 
CGTCGGGAGT 
CGTCGGGAGT 
CGTCGGGAGT 
CGTCNGGAGT 
CGTCGGGAGT 
CGTCG 

CGTCGGGAGT 



aag: 
a^; 
aag: 
aag: 
aag: 
aag: 
aag: 



:-GAAGCG 
SC-AAGCG 
:-GAAGCG 
:-3.AAGCG 
:-3AAGCG 
r-GAAGCG 
>GAAGCG 



ATGATGTCGG 
ATGATGTCGN 
ATGATGTCGG 
ATGA 

ATGATGTCGG 

ATGATG 

ATGATGTCGG 



CCGCG 
C 

CCG 
CC 

cc 



AAGGGAAGCG ATGATGTCGG CC 



:::: 

lies 

115 5 
11S5 
11S5 
llc5 
1155 
1155 
113 5 



Abb. 3.19 (5/5) : Alignment des AlsDH-Gens und den flankierenden Regionen aus 
verschiedenen Stammen des M.tuberculosis Complex 

Die mit "40kD" bezeichnete Zeile gibt die Sequenz von Andersen ef a/. (1992) wieder. 
Sequenzunterschiede sind jev/eils mit einem "*" ober der Sequenz gekennzeicr.net. Das Start- und das 
Stopcodon sind ebenfalls Ober der Sequenz markiert. Bei den fett gedruckls.-i Bssen am Ende der 
Sequenz handelt es sich um Sequenzierungenauigkeiten. 



Die erste Stelle an der sich die Sequenzen unterscheiden ist Base -32, also upstream 
des Translations-Startsignals. Interessanterweise unterscheiden sich an dieser Stelle 
die in dieser Arbeit bestimmten Sequenzen von M.tuberculosis H37R V und H37R a von 
der Sequenz von Andersen und Mitarbeitern (Andersen et at., 1992). Alle anderen 
Sequenzen die in dieser Arbeit untersucht wurden, einschlieBlich die des dritten 
getesteten Stammes von M.tuberculosis, stimmen mit der Sequenz von Andersen 
uberein. 

Dies ist insofern verwunderlich, als da& die ursprunglich publizierte Sequenz auf dem 
Klon einer Xgt11-Bank beruht, die aus dem Stamm M.tuberculosis H37R V hergestellt 
worden war. Es wurde deshalb der Frage nachgegangen, ob eventuell durch die PCR 
ein Fehler eingefuhrt worden war. Dies bestatigte sich jedoch nicht. Es konnte jedoch 
auch moglich sein, daft der in dieser Arbeit benutzte Stamm von M.tuberculosis H37R V 
einen anderen Ursprung hat ais der von Andersen. Ahnliche kleine Varianzen sind auch 
bei verschiedenen Stammen unterschiedlichen Ursprungs von M.bovis BCG bekannt. 

An der zweiten Stelle unterscheiden sich alle Stamme des M.tuberculosis Complex 
von der publizierten Sequenz der AlaDH von M.tuberculosis H37R V . Es handelt sich um 
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die Region der Basen 38 bis 49. Innerhalb dieser zwolf Basen wird die Sequenz 
•AATTCC- wiederholt, die Basen 44 bis 49 stellen also ein direct repeat der Basen 38 
bis 43 dar. In alien acht sequenzierten Stammen ist dieses Muster jedoch jeweils nur 
einmal zu finden. Es ist also davon auszugehen, dafi sich bei der von Andersen et al. 
(1992) bestimmten Sequenz ein Sequenzierungs- oder Lesefehler eingeschlichen hat. 
Die Gensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz andert sich hierdurch 
folgendermaBen : 

Andersen et al., 1992 : 

Gensequenz aacgaattccaattccgggtg 
Proteinsequenz Asn Glu Phe Gin Phe Arg Val 

Diese Arbeit : 

Gensequenz aacgaattc cgggtg 

Proteinsequenz Asn Glu Phe - - Arg Val 

Es handelt sich also effektiv um den Verlusf der beiden Aminosauren Glutamin und 
Phenylalanin. Nach dieser Deletion setzt sich die Sequenz wie von Andersen et al. 
(1992) publiziert fort. 

Dieser Sachverhalt wurde durch die N-terminale Sequenzierung des Proteins 
bestatigt. Weder im nativen Protein von M.tuberculosis H37R Vl noch im rekombinanten 
Protein aus E.coli, waren die beiden Aminosauren zu finden. 

Bei der dritten unterschiedlichen Stelle handelt es sich um Base 272. An dieser Stelle 
befindet sich, mit der Ausnahme dreier Stammen, ein Adeninrest. Bei diesen drei 
Stammen, M.bovis und zwei Stamme von M.bovis BCG, ist diese Base deletiert. Diese 
Deletion fuhrt zu einer Leserasterverschiebung, die den gesamten folgenden Teil des 
resultierenden Proteins betrifft. Durch diese Leserasterverschiebung tritt an den Basen 
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404 bis 406 ein opaAStopsignal auf. Damit ist das Produkt dieses Gens nur etwa ein 
Drittel so grofi wie die funktionelle AlaDH der anderen Stamme. 

Das entscheidende bei dieser dritten Abweichung in der Gensequenz ist die 
Tatsache, daft sie genau in den drei Stammen auftritt, die keine AlaDH-Aktivitat zeigen. 
M.bovis und M.bovis BCG sind die einzigen Stamme des M. tuberculosis Complex, die 
keine Aktivitat zeigen. Alle anderen Stamme wurden als maftig oder stark positiv 
klassifiziert. Die beobachtete Deletion ist also der Grund fur das Fehlen einer 
funktionellen AlaDH. Da jedoch mit dem mAb HBT-10 auch nicht das verkurzte Protein 
nachgewiesen werden kann (das Epitop von HBT-10 liegt im Bereich vor der 
Leserasterverschiebung), ist davon auszugehen, dafi das verkurzte Protein erst gar 
nicht, bzw. nur in sehr kleinen, mit dem mAb HBT-10 nicht detektierbaren, Mengen, 
produziert wird. 



3.5.2.3 Das AlaDH-Gen von M.marinum 

Aufter den Mitgliedern des M.tubercuhsis Complex, war es in erster Linie der Stamm 
M.marinum, bei dem bei der PCR mit dem Primerpaar Annabel ein Fragment 
gewonnen v/erden konnte (Abb. 3.17), das sich bei der spateren Sequenzierung als 
AlaDH erwies. Wie sich zeigen sollte war dies insofern ein Glucksfall, als daS die 
meisten anderen PCR's mit den Primerpaaren aus Tab. 3.15 keine, oder zumindest 
nicht die erwarteten, Fragmente mit diesem Stamm lieferten. Lediglich die PCR mit dem 
Primerpaar Giselle verlief ebenfalls positiv. Wie sich spater herausstellte war der Grund 
hierfur die mangelnde Homologie zwischen den Genen innerhalb der verschiedenen 
Spezies. 
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Mar3 
H3 7Rv 

Mar3 
H37Rv 

Mar3 
H37Rv 

Mar3 
H37Rv 

Mar3 
H3 7Rv 

Mar3 
K3 7Rv 

Mar3 
H37Rv 

Mar3 
H37Rv 

Mar3 
H3 7Rv 



50 6o 70 

AATTCCGGTTAGCGATCACCCCGGCCGGCG 

TTCCGACCGAGACCAAAAACAACGAATT^ 



80 



90 



100 HO 120 130 

TCGCCGCCTTGACCAAGCGCGGCCACGAGGTGCTGATCCAGC-CCGGTGCCGG^GAAGGCT 

1 1 1 1 i i iii ii ii mi i in in 1 1 n i in 1 1 1 mi i iT 

TCGCGGAACTAACCCGTCGTGGCCATGAGGTGCTCATCCAGGCAGGTGCCGGAGAGGGCT 



140 



150 



COGCCATCTCTCAOT 

Ml Ml Mlllll II MINIM || || | M III || llllllllllll 

CGGCTATCACCGACGCGGATTTCAAGGCGGCAGGCGCGCAACTGG^CGGC^CCGCCGACC 



200 



210 



220 230 240 250 

AGGTGTGGGCGGATGCGGACCTGCTGCTCAAGGTCAAGGAACCGATCG^.TCCGAGTACG 

II INI Ml II II II I I 1 1| || 1 1 llllllii | i MMMI 

AGGTGTGGGCCGACGCTGATTTATTGCTCAAGGTCAAAGAACCGATAGCGGCGGAATACG 



260 



270 



280 290 300 310 

GCCGGCTGCGCCGGGGCCAGACCCTGTTCACCTACCTGCACCTGGCCGCCTCGCGCCCCT 

111111111 1 II llll I llll III I I Mil Mlllll Ml I I 

GCCGCCTGCGACACGGGCAGATCTTGTTCACGTTCTTGCATTTGGCCGCGTCACGTGCTT 



320 



330 



3^0 350 360 370 

GCACCGATGCCCTGCTGAAGTCCGGCACCACGTCCATCGCCTACG^G-CGGTGCAGACCG 

III I Ml IN MM I INN III I llll I II IMMIIMIMI Ml Ml I 

GCACCGATGCGTTGTTGGATTCCGGCACCACGTCA^TTGCCTACGAGACCGTCCAGACCG 



380 



390 



400 410 ^20 ^30 

CCGACGGCGCATTGCCGCTGCTGGCCCCCATGAGCGAGGTCGCCGGGCGCCTGTCCGCCC 

NN lllll II I II Mill M MUM III Mill II I II I Ml 

CCGACGGCGCACTACCCCTGCTTGCCCCGATC-AGCC-AAGTCGCCGGvci^TCGCCGCCC 



440 



450 



460 470 480 490 

AAGCTGGGGCCTACCACCTGATGCGCACCCACGGCGGTCGCGGCGTGCTG^TGGGCGGCG 

III 1 1 N I llll III II II II Mill II II Mill llll III 1 1| Ml | 

AGGTTGGCGCTTACCACCTGATGCGAACCCAAGGGGGCCGCGGTGTGCTGATGGGCGGGG 



500 



510 



J, 'J, INN M I II llllllllllll llllll MM lllll lllll Mlllll 

TGCCCGGCGTCGAACCGGCCGACGTCGTGGTGATCGGCGCCGGcicCGCCGGCTicAACG 



Abb. 3.20 (1/2): Alignment derAiaDH Gene von M.marinum und M.tuberculosis H37R, 

Das Screening der Datenbank und das Alignment wurden mil der FASTA-Software (hltp:/Avww.embl- 
ebi.sc.ukA, durchgefuhrt (Sensitivitat ktup=6). Ein "| " kennzeichnet ein identisches Essenpaar. 
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560 570 =£0 590 600 610 

Mar3 CCGCCCGCGTCGCCAACGGCATGC-GCGCGATGGTCACCGTGCTGG^GTCi^CATC^^CA. 

I I Ml II MM II llllll 1 1 II! II 1 1 II II II || ff I INI 1 1 1 "|f | 

H37RV CAGCCCGCATCGCCAACGGCATGG3CGCGACCGTTACGGTTCTAGACATCAACATCGACA 

620 630 640 650 660 670 

Mar3 AGCTCCGCCAGATCGACGCGGAGTTCGGCGG7CGCGTCCGGACCCGC7ACTCGTCGACCC 
I M II II I I I I I I 1 IIIMI Mil || Ml || IMIIMI Ml II 
AACTTCGGCAACTCGACGCCGAG7TCTGCGGCCGGATCCACACTCGCTACTCATCGGCCT 



H37RV 



680 690 700 710 720 

Mar3 TCGACCTCGAGGATGCGGCA.GTCC-.CGCCGACATGGTGATCGGG^CCGTCCT 
Ml MMIII III I I llllll lllllll lllilllllll 

H37RV ACGAGCTCGAGGGTGCCGTCAAACGTGCCGACCTGGTGATTGGGGCCGTCCTGGTGCCAG 

Abb. 3.20 (2/2): Alignment derAIaDH Gene von M.marinum und M.tuberculosis H37R V 

Das Screening der Datenbank und das Alignment v/urden mit der FASTA-Softv/ars {htip:/fr/ww.embl~ 
eblac.uk/) durchgefOhrt (SensitivitSt ktup=6). Ein "I" kennzeichnet ein identisches Basenpaar. 

insgesamt konnten 682 Basen dieses Gens bestimmt werden (Abb. 3.20), was etwa 
60% des kompletten Gens ausmacht. Diese 682 Basen kodieren den N-terminaien 
Bereich des Proteins. Es fehlen lediglich die ersten 35 Basen nach dem Startcodon. 

Der sequenzierte Abschnitt der AlaDH von M.marinum zeigt 80,4% Identitat mit dem 
entsprechenden Abschnitt von M.tuberculosis H37R V . Die Sequenzunterschiede sind 
relativ gleichmaliig uber den gesamten Abschnitt verteilt 

Das abgeleitete Peptid der M.marinum Gensequenz (Abb. 3.21) zeigt 85,3% Identitat 
und 92,0% Ahnlichkeit mit dem Protein von M.tuberculosis H37R V . Homologien zu 
anderen Proteinen der Swiss Prot-Datenbank sind in Tab. 3.15 wiedergegeben 
(Stand : 9/1996, Release 33). A!s Vergleich sei erwahnt, dsS die AlaDH von 
M.tuberculosis 53% Identitat zu den Enzymen von B.sphaericus und 
B.stearothermophilus aufweist (Andersen et a/., 1992). Bei derAIaDH von M.marinum 
ist eine Identitat von 51% mit dem Enzym von B.sphaericus bzw. von 50% mit dem 
Enyzm von B.stearothermophilus festzusieWen (Tab. 3.15). 
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Mar3 14 FRIAITPAGVAALTfSGHEVLICAGAGiGSAISDADFKAAGAQLisTADQ'-rfAriADLLLK 73 
H3 7RV 14 FRVAITPAGVASLTRRGKSVLIQAGAGSGSAITDADFKAAGAQLVGTADQWADADLLLK 73 



t*4* ★* + ** ******* ****** ********* * * + * < 



r + ♦ * * * + 



Mar3 74 VXE?IESEYGRLRRGQTLF7YLKiJ>A£?.?CTDAIjLKSGTTS IAYETVQTADG -.LPLLAPM 123 
H37RV 74 VKE?IAASYGSLRH<»ILF7F1£IAASSACTDALIJDSGTT 123 

+*+*****♦ ******** *+♦++***+**** ^ ********** w + + * + + + ****** 

Mar3 134 S EVAGRLS AQAGAY>:L!-Si7KGG?.GVLKGGVP G VKPADVW I G AGTAG YNAA? V* NGMGAM 183 
H37Rv 134 S E VAG RIJL*. QVG AY>IIJ<?.7QGG RG VIJ* ■ 3G V ? G VE PAD WV I GAG TAG YNAA?. I At* G MG AT 183 



^ * * * ** ***•< 



Mar3 184 VTVLD VN I NXLRQ I DAE FGGR VRTR Y S S TLDLED AAVKADMV I G AV 22 9 
H37RV 164 VTyLDINIDKLRQLDAEFCGRIHTRYSSAYELEGAVKRATJLVlGAV 229 

Abb. 3.21 : Alignment derAiaDH's von M.marinum und MJubercuIosis H37R V 

Ein "» w 2 eigt eine identische, ein V eine funktionell verwandte AminosSuren an. Das Screening der 
Datenbank und das Alignment wurden mil der FASTA-Software (http://MM.embl~ebLac.uk) durchgefuhrt 
(Sensitivity ktup=2). 



Tab. a 15 : Proteine mit Homologle zurAIaDH von M.marinum 

Die Swiss Prot- Datenbank v/urde mit der FASTA-Software {htip:/MvAv.embl- 
eblac.uk/) durchsucht (Stand : 9/1996, Release 33). 



Protein 


Organismus 


identitat 


Ahnlichkeit 


AlaDH 


MJubercuIosis 


85,3 % 


92,0 % 


AlaDH 


B.sphsericus 


50,9 % 


69,0 % 


AlaDH 


B.siearoihermophilus 


50,0 % 


67,7 % 


AlaDH 


B.subtilis 


48,7 % 


68,6 % 


PNT 


Rind, mitochondrial 


33,7 % 


51,4% 


PNT 


E.coli 


30,7 % 


50,0% 


PNT 


Haemophilus influenzae 


28,8 % 


4S,2 % 



Als essentiell fur die Bindung des Cofaktors der AlaDH von MJubercuIosis H37R V 
vyerden die Aminosaurereste Gly165, Gly167, Gly170 und Asp198 betrachtet. Diese 
vier Aminosaurereste stellen ein Charakteristikum der pap-SekundSrstruktur von 
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NAD(H)-Bindungsstelien dar (Wierenga et a/., 1986; Bork & Grunwald, 1990). Im 
Enzym von M.marinum, genauso wie bei samtlichen anderen AlaDH's in Tab. 3.14, sind 
diese vier Reste konserviert. 

Der entsprechende Abschnitt des Epitops des mAb HBT-10 bei der AlaDH von 
M.marinum hat die Sequenz AISDADFKAAG, und unterscheidet sich damit 
lediglich an der dritten Stelie von der Sequenz von M.tuberculosis H37R V . Aufgrund des 
in dieser Arbeit bestimmten Konsensusepitops des Antikorpers (Tab. 3.9), musste 
dieser auch mit der AlaDH von M.marinum reagieren. Tatsachiich ist dieser Stamm 
auch der einzige, mit dem eine Kreuzreaktion beobachtet werden konnte (Andersen et 
a/., 1992). Die ermittelte Sequenz stimmt also auch mit dieser Beobachtung Oberein. 



WO 98/32862 



-38- 



PCT/EP98/00484 



AlaDH-Aktivitat in Mykobakterien. Die gemessenen AlaDH-Aktivitaten lassen einige 
interessante Beobachtungen bezuglich der Lebensweise der Organismen mit positiver 
Aktivitat zu. 

Die Stamme mit starker Aktivitat sind allesamt pathogen, interessant ist hierbei, daB 
zwei der vier in diese Gruppe.fallenden Stamme pathogen fur Fische sind (Austin & 
Austin, 1987). Alle beide, M.marinum und M.chelonae, konnen jedoch auch Menschen 
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infizieren (Wallace et a/., 1983; Johnston & Izumi, 1987). Im Gegensatz zur 
Tuberkuiose losen sie jedoch meist krankhafte Infektionen der oberen Hautschichten 
aus, die meist relativ unproblematisch zu behandeln sind. 

M.chetonae ist ist ein vergleichsweise schnell wachsendes, nicht-chromogenes 
Bakterium. Infektionen beim Menschen treten oft als sekundare Wundinfektionen nach 
Operationen auf (Cooper et a/., 1989). M.marinum ist ein iangsarn wachsender 
Organismus, der bei Wachstum an Licht ein geibes Pigment bildet. in mehr als 50 
wechselwarmen Spezies (Reptilien, Amphibien, Fische) wurden Infektionen mit 
M.marinum nachgewiesen (Clark & Shepard, 1963). Beim Menschen rnanifestiert sich 
das Bakterium meist im Ellbogen- oder Kniebereich. 

Die beiden anderen Stamme mit stark-positiver AlaDH-Aktivitat sind Vertreter des 
M.tuberculosis Complex. Es sind dies der Tuberkulose-Referenzstamm M. tuberculosis 
H37R V . sowie der Stamm M. microti, der als phylogenetisches Bindeglied zwischeri 
MAuberculosis und M.bovis betrachtet v/ird. 

Bis auf M.smegmatis sind auch alle ais maRig-positiv klassSfizierfen Stamme 
pathogen. Der Groliteil dieser Stamme umfasst klinische Isolate von M.tuberculosis. 
Pathogene Varianten von Tuberkulose-Stammen scheinen also in der Regel AlaDH- 
Aktivitat zu besitzen. Es v/urden jedoch auch zwei Isolate gefunden, die keine AlaDH- 
Aktivitat aufweisen. Der einzige nicht-pathogene Organismus mit AlaDH-Aktivitat ist der 
schnell wachsende Stamm M.smegmatis. M.smegmatis weist sich jedoch durch eine 
ungewohnlich starke NAD + -reduzierende Hintergrundaktivitat aus, und ist deshalb sehr 
leicht von alien anderen Stammen mit AlaDH-Aktivitat zu unterscheiden. Desweiteren 
wurde im Stamm M.smegmaits 1-2c, ein mykobakterieller Expressionsstamm, keine 
AlaDH-Aktivitat gefunden. 
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Innerhalb der 44 getesteten Mykobakterien-Stamme, und dies ist bei weitem der 
GroBteil aller bekannten Stamme, ist deshalb die Folgerung erlaubt : 

Ein langsam wachsendes Mykobakterium mit positiver AlaDH-Aktivitat ist virulent. 

Der Umkehrschluli dieser Feststellung ist jedoch falsch. Unter den Stammen ohne 
AlaDH-Aktivitat sind etliche viruiente. Trotzdem kommt man nicht umhin eine, wenn 
auch nicht feste, Tendenz festzustellen, nach der die AlaDH-Aktivitat mit steigender 
Pathogenitat eines Stammes zunimmt. Insbesondere durch die Aktivitaten der 
verschiedenen Stamme von M.tuberculosis wird diese These unterstrichen. Die mit 
Abstand hochste Aktivitat hat der Stamm H37R V , der als Referenzstamm fur aile 
Tuberkulose-Laboratorien client, und eine bekannt hohe Infektiositat besitzt. Ganz am 
Ende rangiert das avirulente Derivat von H37R Vl der Stamm H37R a . Zwischen diesen 
beiden Polen rangieren die kiinischen Tuberkulose-Isolate, die mal etwas mehr und mal 
etwas weniger Aktivitat zeigen. 

Das AlaDH-Gen in Mykobakterien. Das Gen fur die Alanin Dehydrogenase konnte in 
alien untersuchten Stammen des M.tuberculosis Complex und im Stamm M.marinum 
identifiziert werden. 

Der entscheidene Punkt beim Vergleich der Sequenzen innerhalb des M.tuberculosis 
Complex ist die Deletion der Base 272, die bei den untersuchten Stammen von M.bovis 
und M.bovis BCG zu einer Leserasterverschiebung und letztendlich zu einem 
verkurzten, nicht-funktionellen Protein fuhrt. Bei diesen Stammen lied sich auch in 
Zellextrakten keine AlaDH-Aktivitat nachweisen. Diese Daten stimmen auch mit den 
Ergebnissen von Andersen et al (1992) uberein, die in Southern Blots zwar Signale mit 
diesen Stammen erhielten, aber in Western Blots kein Protein nachweisen konnten. 

Durch die Amplifikation und Sequenzierung des Gens konnte in dieser Arbeit die 
Ursache hierfur gefunden werden. Es muG jedoch auch in Betracht gezogen werden, 
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daG, noch weitere Anderungen in den regulatorischen Genabschnitten fur das Fehlen 
des verkOrzten Proteins veranKvortlich sein konnen. Dies konnte eine MaBnahme der 
Zelle sein, keine Energie in ein nicht funktionsfahiges Protein zu investieren. Allgemein 
ist Qber regulatorische Gensequenzen bei Mykobakterien noch nicht viel bekannt (Dale 
& Patki, 1990; Gupta et a/. 1993). Es scheint jedoch, daG, nach dem Prinzip von 
Enhancern, auch weiter weg gelegene Abschnitte die Genexpression nicht unerheblich 
beeinfluGen konnen. Die fur eine Einstellung der Produktion des Proteins notigen 
Mutationen mussen also nicht zwangslaufig auf dem in dieser Arbeit sequenzierten 
Bereich liegen. 

Das andere identifizierte AlaDH-Gen. jenes von M.marinum, ist auf DNA-Ebene 
deutlich unterschiedlich von den Genen des M.tuberculosis Complex. Immerhin viervon 
funf Basen (80,4%) sind beim Vergleich dieser Sequenzen jedoch durchschnittlich noch 
identisch. Dieser Wert ist auf Proteinebene noch hoher (85,3% Identitat, 92,0% 
Ahnlichkeit). Da AlaDH-Aktivitat jedoch auch in einer Reihe weiterer Spezies gefunden 
wurde, ist davon auszugehen, daG sich die entsprechenden Gene, mangels Homologie 
zu den benutzten Primern, bei den benutzten Bedingungen nicht amplifizieren lieBen. 
Eine eingehendere Studie betreffs dieses Punktes musste auch diese Gene auffinden 
konnen. Ein Vergleich all dieser Sequenzen konnte weitere RuckschiOsse auf die Rolle 
des Enzyms zulassen. 

Desweiteren ist denkbar, daG sich anhand eines solchen Sequenzvergleiches ein 
PCR-Verfahren entvWckeln lassen musste, mit dem man Mykobakterien, die ein AlaDH- 
Gen besitzen, voneinander unterscheiden kann. Und wie in dieser Arbeit gezeigt 
werden konnte, sind es eben die fur den Menschen bedeutenden Stamme, die ein 
AlaDH-Gen besitzen. Besonders die Moglichkeit, mit einem solchen PCR-Assay den 
Erreger M.tuberculosis vom Impfstamm M.bovis BCG unterscheiden zu konnen, lassen 
ein solches Vorhaben interessant erscheinen. 
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Ausblick. Das in dieser Arbeit behandelte 40 kD-Antigen stelit in mshrereriei Hinsicht 
ein lohnenswertes Objekt fur weitergehende Untersuchungen dar. Ein Punkt, der in 
dieser Arbeit nicht weiter berucksichiigt wurde, ist die m5gliche Anwendung dieses 
Enzyms in der medizinischen Diagnostik. So wurden bereits fur die Enzyme 
Dipeptidase (Ito et al., 1984), y-Glutamyltransferase (Kondo et a/., 1992) und 
^-Glutamyl Cyclotransferase (Takahashi et a/., 1987) Assays beschrieben, die auf einer 
AlaDH basieren. Alle drei genannten Enzyme sind bei verschiedenen Krankheiten in 
veranderten Urin-, Serum- bzw. Blutkonzentrationen vorzufinden. 

Das Hauptaugenmerk liegt jedoch auf dem Einsatz des 40 kD-Antigens bei der 
Tuberkulose. Ansatzpunkte sind hierbei an mehreren Stellen denkbar. 

Alieln bei der Diagnostik sind mehrere Moglichkeiten vorstellbar, wie das 40 kD- 
Antigen, bzw. das ihm zugrundeiiegende Gen, genutzt werden konnte. Da das 
rekombinante Protein nun leicht aus dem uberproduzierenden E.coli Stamm gewonnen 
werden kann, erscheint es lohnenswert, die Nutzlichkeit dieses Proteins in der 
Serologie zu Gberprufen. Zudem konnten sich diagnostische Venahren entwickeln 
Iassen, die auf dem direkten Nachweis von AlaDH-Aktivitat oder. wie bereits erwahnt, 
auf der Amplifikation spezifischer Teile des Gens beruhen. Die Deletion der Base 272 
in den Stammen M.bovis und M.bovis BCG kann hierbei als Ansatzpunkt der 
Diskriminierung dieser beiden Stamme von M.tuberculosis dienen. 

Ein PCR-Assay musste sich auch fur den Stamm M.marinum etablieren Iassen, der 
sich ja auf Genebene nicht unerheblich vom M.tuberculosis Complex unterscheidet. 
Bislang wird zu diesem Zweck ein PCR-Assay, beruhend auf der Amplifikation eines 
Teils der fur die 16S rRNA kodierenden Gensequenz, eingesetzt (Knibb et al., 1993). 
Dies ist, in Anbetracht der in den letzten Jahren steigenden Zahl von Infektionen mit 
M.marinum in Fischfarmen (Knibb et al., 1993), von grofler Bedeutung. Auch 
Infektionen beim Menschen werden in den letzten . Jahren gehauft vermeldet (Harris et 
al., 1991; Kullavanijaya era/., 1993; Slosarek era/., 1994). 

Die Beobachtung, dafi die Virulenz eines Stammes von M.tuberculosis sehr gut mit 
seiner AlaDH-Aktivitat korreliert, wirft erneut die Frage auf, ob das Enzym einen 
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Virulenzfaktor darstelit. Zur Beantwortung dieser Frage sind Ansatze denkbar, wie der 
knock-out des Gens in M.tuberculosis oder die Oberexpression des Gens in einem 
Stamm mit niedriger Virulenz. In beiden Fallen kann die Virulenz im Tiermodell 
Qberpruft werden. 

Die Offenbarung der vorliegenden Anmeldung umfaGt auch die Offen- 
barung der anliegenden EP 97 101 339-6, insbesondere die darin 
angefuhrte Literatur. Die Offenbarung umfaGt auch samtliche denkbaren 
Kombinationen of fenbarter Einzelmerkmale. 
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5. Zusammenfassung 



Die Tuberkulose ist eine Infektionskrankheit, der jahrlich Ober 3 Millionen Menschen 
zum Opfer fallen. Es gibt zwar sowohl einen Impfstoff, als auch verschiedene 
Diagnose- und Therapieverfahren, doch die Effektivitat all dieser MaSnahmen bedarf. 
angesichts der wieder steigenden Zahl der Erkrankungsfalle, dringend einer 
Verbesserung. 

Ein Forschungsschwerpunkt liegt auf der Charakterisierung von Antigenen, die 
fruhzeitig wahrend einer Infektion sekretiert werden, da diese den ersten Kontakt des 
Immunsystems mit dem Erregers herstellen. Das in dieser Arbeit behandelte 
40 kD-Antigen liegt in vivo als Hexamer vor, und ist trotz des hohen Molekulargewichts 
und des Fehlens einer Signalsequenz bereits nach wenigen Tagen des Wachstums 
extrazellular zu finden. Es stellt funktionell eine L-Alanin Dehydrogenase dar und 
reagiert mit dem gegen dieses Protein gerichteten monoklonalen Antikorper HBT-10. 
HBT-10 war der erste bekannte Antikorper, der spezifisch fur ein Protein von 
M. tuberculosis ist und nicht mit dem impfstamm M.bovis BCG kreuzreagiert. 

1. Das fur das 40 kD-Antigen kodierende Gen war bereits in einen Plasmidvektor fur 
E.coii kloniert und die Expression des resultierenden Plasmids optimiert worden. In 
dieser Arbeit wurde eine komplett neue Methode etabliert, die es ermoglicht, das 
hexamere Protein in einem Zwei-Schritt-Verfahren in loslicher und aktiver Form 
aufzureinigen. 

2..Alle wesentlichen biochemischen Parameter des rekombinanten Enzyms wurden 
bestimmt. Die ermittelten Eigenschaften stehen in Einklang mit denen anderer 
beschriebener L-Alanin Dehydrogenasen. Das Enzym von M. tuberculosis ist die Alanin 
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Dehydrogenase mit dem niedrigsten bekannten pH-Optimum fur die reduktive 
Aminierung. 

3. Die ermittelten biochemischen Daten sprechen stark fur eine Roile des Enzyms bei 
einem fruhen Schritt der Peptidoglycansynthese. Es stellt hierbei L-Alanin t das auch die 
Vorstufe von D-Alanin ist, fur die Synthese der Penta- bzw. Tetrapeptidketten der 
Af-GIyco!ylmuraminsaure zur Verfugung. Dies ist die erste Beschreibung dieser Aufgabe 
fur eine L-Alanin Dehydrogenase. 

4. Eine postulierte Kreuzreaktion des monoklonalen Antikorpers HBT-10 mit der PNT 
wurde widerlegt. Der These, das 40 kD-Antigen interveniere in das kritische 
Gleichgewicht zwischen NADH und NADPH, wurde dadurch eine Grundlage entzogen. 
Auch auf die Fahigkeit des intrazellularen Oberlebens in Makrophagen hat das 
40kD-Antigen 1 zumindest in Abwesenheit anderer mykobakterieller Proteine, keinen 
EinfluB. 

5. Ober 40 mykobakterielle Stamme v/urden auf das Vorhandensein von AiaDH- 
Aktivitat hin untersucht. Alie Stamme die AlaDH-Aktivitat aufweisen, sind virulent. 
M.bovis BCG zeigt keinerlei Aktivitat. Zudem scheint das Ausmafi der Aktivitat mit dem 
Grad der Virulenz eines M.tuberculosis-Siammes zu korrelieren. 

6. Das Gen fur die Alanin Dehydrogenase wurde aus acht Stammen des 
M.tuberculosis Complex komplett sequenziert. In den Stammen M.bovis und M.bovis 
BCG wurde eine Deletion gefunden, die zu einer Leserasterverschiebung fuhrt und fur 
das Fehlen von melibarer Aktivitat in diesen Stammen verantwortlich ist. 

7. Das AlaDH-Gen aus M.marinum wurde identifiziert und ein Grofiteil der Sequenz 
bestimmt. Das Gen besitzt etwa 80% Identitat mit dem Gen von M.tuberculosis. 
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7. Anhange 

Abkurzungsverzeichnis 

A prSexponentieller Faktor oder Stofifaktor 

A X xx Absorption bei einer WellenlSnge von xxx nm 

AlaDH L-Alanin Dehydrogenase (E.C. 1.4.1.1.) 

AMC Academic Medical Centre, Amsterdam, Niederlande 

Ap Ampicillin 

AP Alkalische Phosphatase 

app. apperent 

AS AminosSure 

ATCC American Type Culture Collection, Rockville, USA 

ATP Adenosin-Triphosphat 

BCG Bacilie Calmette Guerin 

BCIG 5-Bromo-4-Ch!oro-3-!ndolyI-p-D-Galactopyranosid 

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indo!ylphosphat 

Boc terf-Butoxycarbonyl 

bp Basenpaar(e) 

cfu colony forming units 

Cm Chloramphenicol 

Cone Konzentration 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMF Dimethylformamid 

DMSO Dimethyisuifoxid 

DNA DesoxyribonukleinsSure 

DTNB Dithiobisnitrobenzoesaure 

DTT Dithiothreitol 



EDTA 
Eth 



Aktivierungsenergie 

Ethylendiamintetraacetat 

Ethionamid 
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F Farad 

FBS FGtales Rinderserum 

FCS FStales Kalbsserum 

Fmoc 9-Flourenylmethoxycarbonyl 

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography 

frag. Fragment 



Fallbeschleunigung 

Geseiischaft fur biotechnoiogische Forschung mbH, Braunschweig, Deutschland 

A/-AcetylgIucosamin 

Gentamicin 

Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase 

Glutamin-Synthetase 

Glutathion-S-Transferase 



h Stunde(n) 

HBSS Hank's Balanced Salt Solution 

HIV Human Immunodeficiency Virus 

HOBt Hydroxybenzotriazol 

HRP Horseradish Peroxidase 

Hsp Hitzeschockproteine 

Ig Immunglobulin 

IL Interleukin 

INH IsonicotinsSurehydrazid, isoniazid 

IPTG Isopropyl-p-D-thiogaiactosid 

k Umsatzrate eines Enzyms 

kb Kilobasen 

KBL Kilobasenleiter 

kD t kDa Kilodaiton 

KIT Royal Tropica! Institute, Amsterdam, Niederlande 

Km Michaelis-Konstante 

Km Kanamycin 



a 

GBF 

GlcNAc 

Gm 

GOGAT 

GS 

GST 



M<X> 

mAb 

MAIS 



Makrophage(n) 
monoklonaler AntikSrper 

M.avium - M.intracellulare - M.scrofulaceum Complex 
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MBP maltose binding protein 

MCAC Metallchelat-Affinitstschromatographie 

mesoDAP meso DiaminopimelinsSure 

min Minute(n) 

m.o.i. multiplicity of infection 

MRC Medical Research Council, Tuberculosis and Related Infections Unit, London, England 

MTT Thiazolylbluetetrazoliumbromid 

MurNAc A/-AcetyImuraminsSure 

MurNGI A/-Glycolyimuraminsaure 

NAD + Nicotinamidadenindinucleotid, oxtdierte Form 

NADH Nicotinamidadenindinucleotid, reduzierte Form 

NADP+ Nicotinamidadenindinucleotidphosphat, oxidierte Form 

NADPH Nicotinamidadenindinucieotidphosphat, reduzierte Form 

n.b. nicht bestimmt 

NBT Nitrobluetetrazoliumchlorid 

Nr. Nummer 

NTP beliebiges Nucleosid in Form eines Triphosphats 



oD oxidative Desaminierung 

ORF open reading frame, offenes Leseraster 

OtBu fert-Butylester 



j PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

P ac protein antigen c, alte Bezeichnung fur das 40 kD-Antigen 

p CR polymerase chain reaction, Pofymerase-Kettenreaktion 

Pfp Pentaflourphenyl 

PMA Phorbolmyristatacetat 

Pmc Pentamethylchroman 

PMS Phenazinmethosulfat 

PNT Pyridinnukleotid-Transhydrogenase 

PPD Purified protein derivative 

PVDF Polyvinylidendiflourid 



R Rydberg-Konstante oder Resistenz (wenn Buchstabe hochgestellt) 

rA reduktive Aminierung 

rec rekombinant 

Rha Rhamnose 
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Rif 

RIV 

RNA 

RNI 

ROI 

rpm 

rRNA 

RT 
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Rifampicin 

National Institute of Public Health and the Environment, Bilthoven, Niederiande 
RibonukleinsSure 

reaktive nitrogen intermediates, reaktive Stickstoff-lntermediate 
reaktive oxygen intermediates, reaktive Sauerstoff-lntermediate 
rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
ribosomale RibonukleinsSure 
Raumtemperatur 



SOS 

sec 

Str 



Natriumdodecylsulfat 

Sekunde(n) 

Streptomycin 



Tb 

TEMED 

TiR 

Tris 

Trt 

ts 

Tween 



Tuberkulose 

A/.A/.W,^TertamethylethyIendiamin 
Translations-Initiationsregion 
Tris(hydroxymethy!)-aminomelhan 
Trityi 

temperatur-sensitiv 
Poiyoxyethyiensorbitanmonolaurat 



U 

ON 

unveroff. 



Unit(s) 
uber Nacht 
unverOffentiicht 



Vmax 

VMDC 

Vol. 



maximale Reaktionsgeschwindigkeit 

Veterinary Microbiological Diagnostic Centre, Utrecht, Niederiande 
Volumen 



WHO 
WKZ 



World Health Organization, Weitgesundheitsorganisation 
Academisch Ziekenhuis, Utrecht, Niederiande 



z.A. 



zur Analyse, von h6chstem Reinheitsgrad 



WO 98/32862 



PC17EP98/00484 



-50- 

Abkurzungen fur Aminosauren und Nukleotide 



Amlnosaure 3-Buchstaben-Code 1-Buchstaben-Code 



Alanin 

* It Willi! 


Ala 
Aid 


A 


Arrnnin 
r\\ y u hi i 


Arg 


R 


/\o pal o^ii i 


Asn 


N 




Asp 


D 




Cys 


C 


oiuiamin 


Gin 


Q 


IU IQI 1 IOI 


nil i 


E 




oiy 


G 


nistidin 


His 


H 


Isoleucin 


lie 


1 


Leucin 


Leu 


L 


Lysin 


Lys 


K 


Methionin 


Met 


M 


Phenylalanin 


Phe 


F 


Prolin 


Pro 


P 


Serin 


Ser 


S 


Threonin 


Tnr 


T 


Tryptophan 


Trp 


W 


Tyrosin 


Tyr 


Y 


Valin 


Val 


V 



Base Nukleosid / Nukleotid Abkurzung 

Adenin Adenosin a " 

Cytosin Cytidin c 

Guanin Guanosin g 

Uracil Uridin u 

Thymin Thymidin T 
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DNA-Seauenz von Mycobacterium marinum und Verwenduna 

PATENTANSP. RUCHE 

1. DNA-Sequenz (I) von Mycobacterium marinum der folgenden For- 
mel, dazu komplementare DNA-Sequenz, doppelstrangige DNA-Sequenz 
aus der DNA-Sequenz (I) und ihrem komplementaren Strang, deren 
Teilsequenzen und mit ihnen vorzugsweise bei einer Temperatur 
von mindestens 20 °C und insbesondere bei einer Konzentration 
von 1 M NaCl und einer Temperatur von mindestens 25 °C 
j hybridisierbare DNA-Sequenzen : 



t 
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50 60 70 

Mar3 AATTCCGGTTAGCGATCACCCCGGCCGGCG 

lillilll I || I I Nil I i I I i I I II I 

- H -3 9 - R - V ^TGG^A9eeAGAeeAA^AAeAAeeAA-T? 



80 90 100 110 120 130 

Mar3 TCGCCGCCTTGACCAAGCGCGGCCACGAGGTGCTGATCCAGGCCGGTGCCGGAGAAGGCT 

mi i i iii ii inn iiiiiiii iiiiiiii nullum 1 1 1 1 



140 150 160 170 180 190 

Mar3 CCGCCATCTCCGACGCCGACTTCAAGGCCGCCGGTGCCCAGCTGATCAGCACCGCCGACC 

I II III lllllll II IIIIIIII II II II II III II Mltlillliii 
113 7Uv GGGG-T AT GAG GGAGGGGGAr-r-TGAAGG GGGGAG G £G £G GAAG-TG G?€9G GA £ gG GGGAGG- 

200 210 220 230 240 250 

Mar3 AGGTGTGGGCGGATGCGGACCTGCTGCTCAAGGTCAAGGAACCGATCGAGTCCGAGTACG 

Illlilllll II II II I lllllllllllll IIIIIIII I I I II I I I I 

PGTGGGGGGAGGG ; FG A^T^A-T-TG G-T GAAGGT GAAAG-AAG GGAT-AG GGG GGG AATAGG — 



260 270 280 290 300 310 

Mar3 GCCGGCTGCGCCGGGGCCAGACCCTGTTCACCTACCTGCACCTGGCCGCCTCGCGCCCCT 

I I I I INN I II I I I I I lllllll I I I I I I lllllll II II II 
■ Ii>7 ' I* v G GGG GGfPG GGAGAGGGG G AG AT GT-TG-TT GAGGT-TG-T-TG GA'T^rPGG G GGGGTG AGG-TG GT4F- 



320 330 340 350 360 370 

Mar3 GCACCGATGCCCTGCTGAAGTCCGGCACCACGTCCATCGCCTACGAGACGGTGCAGACCG 

Illlilllll II II I Mi II I 1 1 I i li M II IIIIIIIMII II lllllll 

H3 7Rv GGAGGGA^GG-T~TG^GGAT~TG€GGGAG 



380 390 400 410 420 430 

Mar3 CCGACGGCGCATTGCCGCTGCTGGCCCCCATGAGCGAGGTCGCCGGGCGCCTGTCCGCCC 

IIIIIIIMII I II Mill Mill IIIIIIII IIIIIIII II II MUM 
1 137-Rv eeGAeOGeeeAeTAe^eeTGeTTGeeeeGATGAGeGAAGTCGeeGG-TeGAG-TGGGGGGGG- 



440 450 460 470 480 490 

Mar3 A-AGCTGGGGCCTACCACCTGATGCGCACCCACGGCGGTCGCGGCGTGCTGATGGGCGGCG 

I I III II IIMIIIIIIIIII Mill II II Mill I II Mi 1 1 1! I Ml I 

-H^Rv AGG^GG€Ge=FTfteeAee^QATGeG^eCCAAG^ — 



500 510 520 530 540 550 

Mar3 TCCCCGGCGTCAAGCCTGCCGACGTCGTGGTGATCGGCGCGGGCACGGCCGGATACAACG 

I IIIIIMM I II Milllllll M MMMIM II Mill Mill lllllll 

■ II37UV -TGGGGGQGG^FGGAAGGGGeGGAGGTGGTGGTGATGGGeGGGGGGAGeGSCGGGTAGAAGG— * 



560 570 580 590 600 610 

Mar3 CCGCCCGCGTCGCCAACGGCATGGGCGCGATGGTCACCGTGCTGGATGTCAACATCAACA 

I IIMM I I i II M MMIIMMM M II II II M II IIIIIIII III 

-Ha^v e-AG^G€S GA-TC G G G AA GG G GAT G G G GG6G AG GG TTA GS ©T T CTAG A CATCAAGAT GGA(?A~ — fc 

620 630 640 650 660 670 

Mar 3 AGCTCCGCCAGATCGAGGCGGAGTTCGGCGGTCGCGTCCGGACCCGCTACTCGTCGACCC 

I II II II lllllll II 1 1 II 1 1 1 1 II III II MINIM III II 
ii37Rv — AAefFBeGGeAAe^GAeGeGGAG^CTsesseeGGATeeAeAeTeGerA — 

680 690 700 710 720 

Mar3 TCGACCTCGAGGATGCGGCAGTCCACGCCGACATGGTGATCGGGGCCGTCCT 

Ml lllllll III I I MIMI MIMII MIMIMIM 

II37RV A€eAee^eAGGS-rGe€6-?eA-=d^G-rGe — 
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2. DNA-Sequenz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi man 
mit ihrer Hilfe Alanindehydrogenase herstellen oder gewinnen und 

(i) zur Diagnose von Tuberkulose in Menschen und Tieren 
und/oder 

(ii) zur Diagnose von anderen mycobakteriellen Infektionen in 
Menschen und Tieren verwenden kann 7 die insbesondere durch Myco- 
bacterium marinum verursacht werden. 

3. RNA als Transkript einer DNA-Sequenz gemaE Anspruch 1, insbe- 
sondere zur Verwendung 

(i) bei Diagnose von Tuberkulose in Menschen und Tieren 
und/oder 

(ii) bei der Diagnose von anderen mycobakteriellen Infektionen 
in Menschen und Tieren, die insbesondere durch Mycobacterium 
marinum verursacht werden. 

4. Protein, das durch eine DNA-Sequenz gema£ Anspruch 1 kodiert 
wird und insbesondere Alanindehydrogenase entspricht und 

(i) zur Diagnose von Tuberkulose in Menschen und Tieren 
und/oder 

(ii) zur Diagnose von anderen mycobakteriellen Infektionen in 
Menschen und Tieren verwendet werden kann, die insbesondere 

) durch Mycobacterium marinum verursacht werden. 

5. Protein der folgenden Sequenz (II) 

** ******** ******************* m *********** # ************** 

Mar3 14 FP^LAITPAGVAALTKRGHEVLIQAGAGEGSAISDADFKAAGAQLISTADQVWADADLLLK 73 
113 7 Ry 14 rRVAI T PAGVAZLTHRGI IZVLi I Q A OftQ-SG&AS^QA^PKft AG A Q I i VGTADQVW ftB ftD LLLIC ? 3 

***** ****** ** *** # ******* ****** ************************ 
Mar3 74 VKEPIESEYGRLRRGQTLFTYLHIiAASRPCTDALIiKSGTTSIAYETVQTADGALPLLAPM 123 

******* ** ******** *************.******************.****** 

Mar3 134 SEVAGRLSAQAGAYHLiMRTHGGRGVLMGGVPGVKPADVVVIGAGTAGYNAARVANGMGAM 183 
■ 113 7Rv 13 4 GEVACRIiAAQVCAYIIUinTQCCRGVLM ^ 163 — 

*****,*+.****.+*++ **. ***** .*+ * **.***** 

Mar 3 184 VTVLDVNINKLRQIDAEFGGRVRTRYSSTIjDLEDAAVHADMVIGAV 229 
It37Uv 101 yTVTiD I MI D rtLIlQ LP AS FCG R I K XRry&&A3£SE* S G T hVKRJ UD T V I C * » V 239 
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sowie Oligopeptide das von einer DNA-Sequenz kodiert wird, die 
mit einer DNA-Sequenz, die das Protein der Formel (II) kodiert, 
vorzugsweise bei einer Temperatur von mindestens 20 °C und ins- 
besondere bei einer Konzentration von 1 M NaCl und einer Tempe- 
ratur von mindestens 25 °C, hybridisierbar ist, sowie Oligopep- 
tid, das von einer Teilsequenz der hybridisierbaren DNA-Sequenz 
kodiert wird. 

6. Spezifisches und empf indliches Verfahren zur Identif izierung 
von Mycobakterien in einem Medium, dadurch gekennzeichnet , da£ 
man 

(i) Zellen, Stamme oder Spezies von Mycobakterien isoliert, 

(ii) rohe oder gereinigte genomische DNA oder RNA gewinnt, 

(iii) die genomische DNA oder RNA oder ein cDNA-Fragment identi- 
fiziert, deren Sequenz mit dem des Alanindehydrogenase - 
Gens von Mycobacterium tuberculosum (Fig. 3.20) identisch 
oder praktische identisch ist, indem man vorzugsweise mit 
Hilfe einer Primer-Sequenz auf Basis der Nucleotidsequenz 
gemaS Anspruch 1 amplif iziert , 

(iv) wonach man die DNA mit einem Restrikt ionsenzym, vorzugs- 
weise Bglll, verdaut und einer Gelelektrophorese unter- 
wirf t 

(v) und/oder die DNA-Sequenz der amplif izierten DNA bestimmt. 

7 . Verwendung von Alanindehydrogenase aus Mycobacterium marinum 
(Wildtyp) fur die Diagnose von Tuberkulose durch Messen der 
Enzymaktivitat oder durch eine immunologische Methode. 

8. Verfahren zur Herstellung von rekombinanter Alanindehydro- 
genase, dadurch gekennzeichnet , daS man mit Hilfe einer DNA-Se- 
quenz gemaS Anspruch 1 in Bakterien, Hefe, Pilzen, hoheren 
Eucaryoten oder Zellinien die rekombinante Alanindehydrogenase 
bildet und gewinnt . 

9 . Verwendung der gemaK Anspruch 8 gewonnenen rekombinanten 
Alanindehydrogenase zur Diagnose von mycobakteriellen Infektio- 
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nen, insbesondere Tuberkulose und der Schwimmer-Krankheit 
(swimmer's disease) in Menschen und Tieren. 

10. Verwendung einer DNA-Sequenz gemaS Anspruch 1 und/oder von 
nativer oder rekombinanter Alanindehydrogenase von Mycobacterium 
marinum zum direkten Nachweis und zur Diagnose von Tuberkulose 
und anderen mycobakteriellen Infektionen in Menschen und Tieren 
in klinischen Proben. 

11. Verwendung einer DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 und/oder von 
nativer oder rekombinanter Alanindehydrogenase von Mycobacterium 
marinum 

(i) bei der Bekampfung von Epidemien und/oder 

(ii) nach Vakzinierung (follow-up) von Menschen und Tieren. 

12. Verwendung einer DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 und/oder von 
nativer oder rekombinanter Alanindehydrogenase von Mycobacterium 
marinum zur Ermittlung, zum Testen, Gewinnen und Herstellen von 
Substanzen, die Erreger von Tuberkulose oder anderen mycobak- 
teriellen Erkrankungen beim Menschen und Tieren inhibieren. 

13. Verwendung einer DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 und/oder nati- 
ver oder rekombinanter Alanindehydrogenase von Mycobacterium 
marinum fur Biotransf ormationsreaktionen, die fur L-Alanin spe- 
zifisch sind. 



